Personalizzazione della terapia farmacologica di disassuefazione tabagica: valutazioni farmacogenetiche e farmacocinetiche by BRUNELLI, STEFANO
1 
 
 
UNIVERSITA’ DI PISA 
 
Dipartimento di Farmacia 
Corso di Laurea Specialistica in Farmacia 
 
Personalizzazione della terapia farmacologica  
di disassuefazione tabagica:  
valutazioni farmacogenetiche e farmacocinetiche  
 
Relatori:                                                                              Candidato: 
Prof.ssa Maria Cristina Breschi                             Stefano Brunelli 
 
                                                                        
Dott. Stefano Fogli 
 
Correlatore: 
Prof.ssa Paola Nieri 
 
 
Anno Accademico 2013/2014 
2 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Ai miei Genitori,  
ai quali devo tutto.   
3 
 
 
Indice 
Parte 1 
CAPITOLO 1 – GENERALITA’ SULLA NICOTINA ......................................................................... 6 
1.1 Recettori  nicotinici ........................................................................................................ 8 
1.2 Meccanismo d’azione della nicotina ............................................................................ 15 
1.3 Effetti della nicotina a livello del SNC .......................................................................... 17 
1.4 Differenze, analogie e ruoli che nicotina e fumo di tabacco hanno nell’insorgenza di 
alcune patologie ................................................................................................................. 20 
CAPITOLO 2 – DIPENDENZA DA NICOTINA ............................................................................ 26 
2.1 Dati Epidemiologici ...................................................................................................... 26 
2.2 Meccanismi biologici alla base della dipendenza ........................................................ 26 
2.3 Fenomeno della tolleranza e sindrome di astinenza ................................................... 30 
2.4 Tendenza sociale all’abitudine del fumo ..................................................................... 35 
2.5 Aspetti molecolari e comportamentali della dipendenza da nicotina ......................... 39 
2.6 Ciclo di dipendenza da tabacco .................................................................................... 42 
2.7 Relazione tra  fattori genetici e dipendenza da nicotina ............................................. 44 
2.8 Misurazione del grado di dipendenza da nicotina ....................................................... 45 
CAPITOLO 3 – FARMACOCINETICA DELLA NICOTINA............................................................. 48 
3.1 Aspetti  quantitativi della nicotina nel tabacco e nell’organismo dei fumatori ........... 48 
3.2 Assorbimento di nicotina dal fumo di tabacco ............................................................ 48 
3.3 Distribuzione della nicotina nei tessuti corporei ......................................................... 50 
3.4 Metabolismo della nicotina ......................................................................................... 54 
3.5 Escrezione .................................................................................................................... 66 
CAPITOLO 4 – STRATEGIE PER IL CONTROLLO DELLA DIPENDENZA DA NICOTINA ............... 67 
4.1 Farmaci approvati e in commercio .............................................................................. 67 
4.3 Uno sguardo verso nuovi approcci terapeutici per la disassuefazione tabagica ......... 83 
4.4 Terapia non farmacologica .......................................................................................... 87 
CAPITOLO 5 – SCOPO DEL LAVORO ....................................................................................... 89 
5.1 Scopo del lavoro ........................................................................................................... 89 
 
 
4 
 
Parte 2 
INTRODUZIONE ALLA PARTE SPERIMENTALE ........................................................................ 94 
CAPITOLO 1 – ANALISI FARMACOGENETICA .......................................................................... 96 
1.1 Pazienti ......................................................................................................................... 96 
1.2 Materiali e metodi ....................................................................................................... 97 
CAPITOLO 2 – ANALISI FARMACOCINETICA ......................................................................... 103 
2.1 Prelievo dei campioni ematici .................................................................................... 103 
2.2 Estrazione ................................................................................................................... 103 
2.3 Metodo HPLC-MS-MS ................................................................................................ 105 
2.4 Sostanze utilizzate ...................................................................................................... 109 
CAPITOLO 3 – RISULTATI E DISCUSSIONE ............................................................................ 110 
CAPITOLO 4 – CONCLUSIONI ................................................................................................ 115 
BIBLIOGRAFIA PARTE 1 ........................................................................................................ 116 
CAPITOLO 1 ...................................................................................................................... 116 
CAPITOLO 2 ...................................................................................................................... 119 
CAPITOLO 3 ...................................................................................................................... 122 
CAPITOLO 4 ...................................................................................................................... 127 
CAPITOLO 5 ...................................................................................................................... 130 
BIBLIOGRAFIA PARTE 2 ........................................................................................................ 130 
CAPITOLI 1 - 4 ................................................................................................................... 130 
 
 
  
5 
 
 
 
 
Parte 1 
 
  
6 
 
CAPITOLO 1 
GENERALITA’ SULLA NICOTINA 
La nicotina è il più importante alcaloide contenuto nelle foglie della 
pianta Nicotiana tabacum. Il nome di Nicotiana alla pianta e, quindi, di 
nicotina al suo alcaloide, deriva da Jean Nicot de Villemain, 
ambasciatore francese in Portogallo, che introdusse i semi in Francia e 
ne promosse la coltivazione e l’uso medico1. La nicotina si trova nelle 
foglie in una percentuale che va da 0,17% a 5% e la variabilità è data dai 
diversi cultivars, i processi di raccolta, immagazzinamento e 
lavorazione2. 
 
 
Figura 1 Struttura chimica della nicotina 
(http://images.corriere.it/salute/dizionario/img/Salute/Volume6/Media/nicotina2a_gallery.jpg) 
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Figura 1.1 Pianta Nicotiana Tabacum (Wikimedia Commons, the free media repository) 
La foglia di tabacco non contiene solo nicotina ma è associata ad 
almeno altre 2000 sostanze, alcune ad attività nicotinica, altre con 
effetti minori e diversi, tra queste la nornicotina, l’anatabina e 
l’anabasina. Nel fumo di tabacco sono anche presenti composti derivati 
dalla combustione del tabacco e ricchi di proprietà farmacologiche e 
tossicologiche, ed inoltre sono da ricordare le N-nitrosamine, in 
particolare la 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanone (NNK), la N-
8 
 
nitrosodietilammina (DEN) e la N-nitrosonornicotina (NNN) che legano e 
attivano i recettori nicotinici e che hanno un ruolo molto importante 
nell’eziologia e sviluppo dei tumori polmonari3. 
 
 1.1 Recettori  nicotinici 
Il sistema colinergico ha una grandissima rilevanza nel modulare le 
risposte del sistema nervoso centrale e periferico, attraverso la 
mediazione di due sistemi recettoriali: il muscarinico e il nicotinico. La 
nicotina agisce in quanto interagisce con i recettori colinergici nicotinici. 
Essi prendono il nome dalle prime esperienze di John N. Langley, uno 
dei padri della farmacologia, che all’inizio del ventesimo secolo scoprì 
che la nicotina aveva un’azione prima stimolante e poi inibente sulla 
trasmissione nervosa nei gangli simpatici4. 
 
Figura 1.2 Recettore colinergico nicotinico (medicinapertutti.altervista.org) 
I recettori nicotinici (figura 1.2) appartengono alla famiglia dei canali 
ionici la cui apertura è controllata e modulata da un’interazione 
extracellulare con un ligando. In questo caso il ligando endogeno è 
l’acetilcolina; essi sono chiamati nicotinici in quanto la nicotina è un 
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ligando abbastanza selettivo e affine per tutte le famiglie di recettori ed 
è stato il primo composto utilizzato per la loro caratterizzazione 
farmacologica. Alla famiglia dei recettori-canale appartengono alcuni 
dei recettori per neurotrasmettitori classici (oltre alla acetilcolina) come 
GABA, glicina, glutammato, serotonina e ATP. Sulla base della carica 
ionica che passa attraverso il canale aperto dall’interazione con il 
ligando, i recettori-canale possono indurre depolarizzazione o 
iperpolarizzazione e mediare rispettivamente eventi eccitatori o 
inibitori5. I recettori nicotinici sono espressi ad alti livelli nella giunzione 
neuromuscolare, nei gangli orto e parasimpatici e in diverse aree del 
sistema nervoso centrale. A livello neuromuscolare e gangliare i NAchR 
mediano la trasmissione sinaptica veloce, mentre la maggior parte dei 
recettori nicotinici situati nel SNC presentano una localizzazione 
presinaptica o preterminale, dove partecipano alla modulazione del 
rilascio di tutti i tipi di neurotrasmettitori, e solo in pochissime aree 
mediano la trasmissione postsinaptica veloce e hanno una 
localizzazione postsinaptica o somatodendritica. I NAchR formano una 
classe eterogenea di recettori pentamerici, le cui proprietà biofisiche, 
farmacologiche, funzionali e la loro distribuzione nell’organismo sono 
determinate dalle caratteristiche delle cinque subunità che si 
assemblano per formare il recettore-canale6. Nei vertebrati sono stati 
clonati 10 geni che codificano per subunità α, 4 geni che codificano per 
subunità β, 1 gene per la subunità γ, uno per la subunità δ e uno per la 
subunità ε. I recettori nicotinici possono essere pentameri costituiti da 5 
subunità tutte uguali (recettori omomerici) o da 5 subunità, di cui fino a 
4 possono essere diverse tra loro ( recettori eteromerici). Nei recettori 
eteromerici neuronali e muscolari ci sono due siti di legame per 
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l’acetilcolina, localizzati in tasche idrofobiche situate all’interfaccia tra 
una subunità α e una adiacente (nonα) che contribuiscono 
rispettivamente alla componente primaria e a quella complementare 
del sito di legame. Nei recettori omomerici sono presenti 5 siti di 
legame che sono localizzati all’interfaccia tra una subunità α e la 
subunità α adiacente. I recettori espressi nelle cellule nervose o 
muscolari o di altro tipo sono di numero non alto, ben definito e con 
una topografia ben precisa. 
 
Figura 1.3 Sottotipi recettoriali nicotinici 
(http://medicinapertutti.altervista.org/argometo/recettore-colinergico-nicotinico) 
Nel muscolo abbiamo un recettore composto da α1, β1, δ, ε o γ durante 
lo sviluppo; nel cervello abbiamo due sottotipi rilevanti: gli eteromerici 
composti da α4β2 e gli omomerici composti da α7 o α8; nei gangli sono 
presenti soprattutto recettori di tipo α3β4. A queste subunità possono 
essere associate anche altre (per es. α5 e α3) chiamate subunità 
accessorie in quanto non partecipano direttamente alla formazione del 
sito di legame ma regolano la farmacologia, funzione e localizzazione 
dei recettori7. 
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Figura 1.4 Ultrastruttura del recettore nicotinico 
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/it/archive/2/23/20071128232601!Recettore nicotinico JPG) 
I recettori nicotinici, come precedentemente detto, sono costituiti da 5 
subunità che differiscono in base al sottotipo recettoriale considerato. 
Le subunità sono costituite da un’ unica catena peptidica che si ripiega 
su se stessa attraversando la membrana cellulare per quattro volte. Si 
vengono così a delineare 4 domini trans membrana denominati M1, 
M2, M3 ed M4, uniti tra loro da 3 anse (loop) delle quali due 
intracellulari e una extracellulare. Il secondo loop intracellulare (che 
unisce M3 a M4) è costituito da una catena amminoacidica più lunga 
rispetto a quella delle altre due anse. I domini M2 di ogni subunità 
circoscrivono il poro del recettore a livello della sezione 
transmembrana. I domini amminoterminale ( -NH2) e carbossiterminale 
12 
 
(-COOH) si trovano entrambi a livello extracellulare. La porzione 
amminoterminale è formata da un maggior numero di amminoacidi 
rispetto a quella carbossiterminale e racchiude la tasca necessaria per il 
legame con l’acetilcolina. La catena NH2-terminale, ripiegandosi su se 
stessa, porta in contatto due residui di cisteina che vanno a formare un 
ponte disolfuro (S-S), fondamentale per mantenere l’adeguata 
conformazione della catena.  
Il recettore nicotinico presenta una larghezza di 65 A e una lunghezza di 
circa 110-120 A. Esso è costituito da tre porzioni fondamentali: 
 sezione extracellulare 
 sezione transmembrana 
 sezione intracellulare  
La sezione extracellulare è la più voluminosa e sporge all’esterno della 
cellula di circa 60 A. In questa porzione si trova il sito di legame per 
l’acetilcolina. Gli amminoacidi coinvolti nel legame con il ligando sono in 
particolare la tirosina e il triptofano con i quali l’acetilcolina si lega 
mediante legami deboli di tipo catione-π. Il sito di legame per il ligando 
si trova all’interfaccia tra subunità α e non-α ( si indicano in questo 
modo le altre subunità del recettore). Il sito che lega l’acetilcolina è 
quindi costituito da una cavità fra la subunità alfa e non alfa. La cavità 
funzionalmente più importante è a livello della subunità alfa (sito 
principale) e contribuisce in maniera rilevante al legame con il ligando 
ed alla modificazione conformazionale del recettore, mentre la cavità 
formata dalla subunità non alfa è definita “sito complementare”8. Le tre 
anse, o loop, della subunità alfa sono indicate con le lettere A, B e C 
mentre quelle della subunità non-alfa sono nominate D, E ed F9. 
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La porzione transmembrana ha una lunghezza di circa 30 A. Il poro del 
recettore ha una caratteristica forma “ad imbuto” e tende a restringersi 
fino a raggiungere, nel punto più stretto, una larghezza di 7 A. In questa 
sezione sono riscontrabili un elevato numero di amminoacidi lipofili 
poiché la membrana plasmatica è costituita da fosfolipidi (i quali hanno 
caratteristiche idrofobe) e quindi gli amminoacidi recettoriali, in questa 
zona, dovranno possedere spiccate caratteristiche lipofile. La 
conformazione proteica secondaria generata a livello 
transmembranario è quella definita ad alfa elica e attraversa tutto lo 
spessore della membrana plasmatica. 
La sezione intracellulare ha una lunghezza di circa 20 A. La sua funzione 
è quella di ancorare il recettore alla membrana plasmatica e permettere 
al sodio di fluire all’interno della cellula. La porzione intracellulare del 
recettore conta elevate quantità di amminoacidi idrofili (poichè il citosol 
ha spiccate caratteristiche idrofile) che si orientano nella specifica 
struttura secondaria definita foglietto beta. Il passaggio da alfa elica a 
beta foglietto, il quale causa un restringimento nella struttura 
recettoriale, è dovuto a una molecola di prolina che non è in grado di 
formare ponti idrogeno intramolecolari, consentendo il passaggio alla 
struttura a beta foglietto8. 
Con una sezione trasversale del canale recettoriale possiamo notare che 
questo ha una serie di anelli concentrici nei quali gli amminoacidi 
vengono ripetuti.  
 
 
14 
 
Si possono individuare diversi anelli: 
 
Figura 1.5 Anelli recettoriali (http://upload.wikimedia.org/wikipedia/it/thumb/4/4d/Anelli del 
recettore nicotinico JPG) 
 
 Un anello esterno, nel quale si nota una molecola di glutammato 
(E 258), molto polare e a pH fisiologico è presente in forma 
ionizzata. 
 Tre anelli idrofobici, nei quali sono esposti leucina (L 254), valina 
(V 251) e nuovamente leucina (L 247), i quali sono amminoacidi 
idrofobici. 
 Due anelli polari costituiti da treonina (T 244) e serina (S 240) che 
hanno gruppi  –OH nelle catene laterali e quindi sono polari. 
 Un anello intermedio, contenente glutammato (E 237). 
 Un anello interno che contiene aspartato (D 234). Questi ultimi 
due anelli contengono amminoacidi che presentano gruppi –
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COOH che sono carichi negativamente e possono quindi formare 
legami ionici con i cationi che fluiscono. 
Il primo anello, carico negativamente, attira i cationi nel canale. I 
successivi tre anelli idrofobici sono necessari per eliminare l’acqua che 
solvata gli ioni. Gli ioni sono idratati in ambiente fisiologico e quindi 
molto voluminosi e, di conseguenza, non riuscirebbero ad attraversare il 
canale, troppo stretto. Per poter entrare devono eliminare l’acqua che li 
circonda: gli amminoacidi di questi tre anelli, essendo idrofobici, 
respingono l’acqua all’esterno consentendo solo ai cationi di entrare. 
L’anello intermedio e interno fungono da filtro di selettività 
restringendo il flusso cationico solo a sodio, calcio e potassio9. 
 
1.2 Meccanismo d’azione della nicotina 
La nicotina, se introdotta tramite inalazione di fumo di sigaretta, arriva 
ai polmoni dove è rapidamente assorbita nella circolazione venosa 
polmonare. La nicotina poi entra nella circolazione arteriosa e muove 
velocemente dai polmoni all’ encefalo dove si lega ai recettori 
colinergici nicotinici (canali ionici ligando-dipendenti che normalmente 
legano acetilcolina). Il legame della nicotina all’interfaccia tra 2 subunità 
del recettore apre il canale, permettendo quindi l’ entrata del sodio e 
del calcio. L’entrata di questi cationi attraverso la cellula attiva in 
seguito i canali del calcio voltaggio-dipendenti, permettendo a più calcio 
di entrare. Uno degli effetti più rilevanti dovuti all’entrata di calcio nel 
neurone è il rilascio di neurotrasmettitori10. 
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1.2.1 Ruolo funzionale e tipi di recettori nicotinici presenti a livello 
centrale e periferico 
Il recettore colinergico nicotinico consiste di 5 subunità. Il cervello dei 
mammiferi esprime 9 subunità alfa (da α2 a α10) e 3 subunità beta (da 
β2 a β4). I recettori più abbondanti sono α4β2, α3β4 e α7 (quest’ultimo 
è omomerico). Il recettore α4β2 è il principale mediatore della 
dipendenza da nicotina. Sulla base di esperimenti effettuati sui topi, la 
distruzione del gene che codifica per la subunità β2 elimina l’effetto di 
dipendenza della nicotina. Reinserendo il gene nell’area tegmentale 
ventrale dell’encefalo si ripristinano le risposte comportamentali alla 
nicotina. 
La subunità α4 è un importante determinante della sensibilità alla 
nicotina. Una mutazione che riguarda un singolo nucleotide a livello del 
gene che codifica per la regione di formazione del poro nel recettore del 
topo, lo fa risultare ipersensibile agli effetti della nicotina. 
Altre subunità possono formare recettori funzionali. La presenza di una 
subunità α5 combinata con un recettore α4β2 aumenta la conduttanza 
al calcio di 7 volte; le varianti del gene α5 alterano anche la responsività 
di cellule umane in coltura. Il sottotipo α3β4 probabilmente media gli 
effetti cardiovascolari della nicotina. I recettori α7 omomerici sono 
coinvolti nella rapida trasmissione sinaptica e nel potenziamento sul 
lungo periodo dei neuroni dopaminergici a impulsi eccitatori e hanno un 
ruolo in “learning and sensory gating”10. 
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1.3 Effetti della nicotina a livello del SNC 
Anche da questa breve panoramica sulle caratteristiche fisiologiche e 
farmacologiche di questi recettori si può desumere come l’attività della 
nicotina sia pleiotropica e diffusa, interessi molte funzioni, sia di cellule 
normali che patologiche, e regoli e coordini il funzionamento di sistemi 
e funzioni complesse. Appare inoltre evidente come la nicotina sia una 
sostanza psicoattiva che esplica le sue maggiori funzioni a livello del 
sistema nervoso centrale. 
Gli studi sugli effetti centrali della nicotina negli animali sono 
abbastanza noti e codificati e riguardano soprattutto un aumento della 
facilità dell’apprendimento, consolidamento della memoria, 
un’attivazione dell’attenzione, e della performance nell’esecuzione di 
compiti e aumento dell’attività motoria. Sembra inoltre che questi 
effetti si mantengano a lungo anche dopo la sospensione del 
trattamento nicotinico11. In generale si pensa che gli effetti sulla 
memoria e sull’apprendimento siano mediati da recettori α7 anche se i 
recettori α4 hanno un ruolo in alcune aree. Nell’uomo i dati sono meno 
concordanti anche per la difficoltà di reclutare gruppi omogenei  e ben 
caratterizzati nell’abitudine al fumo, per le dosi di nicotina non sempre 
controllate obiettivamente (per es. controllando le concentrazioni di 
cotinina) e per le diverse vie di somministrazione della nicotina che 
comportano cinetiche diverse12. 
La nicotina provoca un senso di piacere, aumenta l’attenzione, quella 
visiva in particolare, diminuisce il tempo di reazione e mantiene più a 
lungo l’efficienza (anche se a scapito di minori risposte corrette), 
diminuisce il senso di fatica, aumenta la velocità di esecuzione di 
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compiti motori, per esempio la guida di automobili; più in generale, è 
uno stimolante delle attività nervose superiori e un antidoto positivo 
allo stress e all’ansia. Dopo la somministrazione di farmaci anti-
nicotinici, questi effetti non sono più presenti. I dati sulla memoria e 
sull’apprendimento sono simili a quelli riscontrati negli animali, ma 
meno univoci e, a fronte di risultati positivi, si hanno anche dati meno 
consistenti e dubbi5. In generale gli effetti cognitivi della nicotina in 
persone sane e non fumatrici sono modesti, ma sono più rilevabili in 
persone con risposte cognitive sub ottimali. Studi di imaging non 
invasivo suggeriscono che la nicotina abbia un effetto deattivante sulle 
strutture corticali mediane responsabili dell’attività cerebrale a riposo, 
mentre attiva le strutture corticali connesse con l’esecuzione di 
compiti13. Questo processo di deattivazione-attivazione sembrerebbe 
orientare la corteccia all’elaborazione più attenta degli stimoli esterni a 
scapito di quelli interni. La nicotina inoltre sarebbe importante nel 
modulare i processi neurali connessi con gli stimoli emozionali, 
soprattutto quelli negativi, aumentando il loro processamento (sulla 
base di uno studio fatto su individui non fumatori sani)13. 
Ricerche recenti di grande interesse, svolte sugli animali e confermate 
nell’uomo, suggeriscono che la nicotina abbia effetti sulle capacità di 
prendere decisioni importanti, soprattutto favorendo la possibilità di 
scelta di soluzioni rischiose e ben remunerate in confronto a soluzioni 
meno rischiose, ma anche meno remuneranti. In questi effetti 
sarebbero implicati l’ippocampo sinistro, l’insula e l’amigdala. E’ inoltre 
noto che i pazienti psichiatrici, particolarmente gli schizofrenici, i 
depressi, quelli affetti da stress traumatico, da Alzheimer e da Parkinson 
fumano in una percentuale assai superiore al normale e questo è stato 
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interpretato come una automedicazione per lenire la sintomatologia. 
Sulla base di recenti esperimenti su cavie da laboratorio si è notato 
come l’esposizione alla nicotina durante le fasi precoci di vita 
(adolescenza) porti ad alterazioni a carico della rete neuronale a livello 
della corteccia prefrontale. Ciò potrebbe spiegare i deficit cognitivi 
osservati durante la vita adulta di queste cavie14. 
Da un punto di vista epidemiologico si è riscontrato che il fumo di 
tabacco potrebbe avere degli effetti protettivi sullo sviluppo del Morbo 
di Parkinson e ,forse, anche della malattia di Alzheimer( è stato visto 
che fumatori hanno il 50% in meno di probabilità di sviluppare morbo di 
Alzheimer e di Parkinson rispetto a non fumatori della stessa età e 
sesso) 15. Ancora non è noto se questo effetto sia ottenibile anche 
attraverso la sola nicotina, ma ricerche in vitro e su animali da 
esperimento sembrano supportare questa ipotesi16. 
La nicotina ha poi effetti minori anche sul sistema neuroendocrino che 
si riflettono sull’appetito, il quale viene a ridursi in seguito al legame tra 
nicotina e recettori α3β4 localizzati a livello ipotalamico ( evidenza 
sostenuta sulla base di studi su cavie da laboratorio). Essa, di 
conseguenza, ha un’azione sul senso di sazietà e sull’escrezione renale 
(la nicotina stimola la secrezione di ADH)17.  
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1.4 Differenze, analogie e ruoli che nicotina e fumo di tabacco 
hanno nell’insorgenza di alcune patologie 
1.4.1 Sistema cardiovascolare  
A livello cardiovascolare è indubbio che il fumo di tabacco si correli con 
un aumento delle malattie cardiovascolari: il 52% degli infarti in USA 
sono dovuti al fumo ed il rischio di infarto è 8 volte maggiore nei 
fumatori, il coniuge di una persona che fuma ha il 30% in più di 
probabilità di avere un infarto. Inoltre il fumo è uno dei fattori di rischio 
per lo sviluppo dell’arteriosclerosi18. Gli effetti negativi del fumo 
possono ricondursi a molti fattori di rischio, ma, tra questi, la nicotina, 
lo stress ossidativo e il CO e le alterazioni endoteliali sono i maggiori 
responsabili19. I dati che si riferiscono alla somministrazione di sola 
nicotina riguardano soprattutto i suoi effetti acuti e subacuti, mentre 
sono quasi del tutto assenti i dati sugli effetti di una somministrazione 
cronica per via inalatoria. Questa precisazione è necessaria in quanto la 
cinetica di assorbimento è rilevante per gli effetti della nicotina; 
l’introduzione per via inalatoria dà picchi più elevati di quelli di una 
infusione per via venosa e molto più alti di quelli di una nicotina presa 
per bocca o per via transcutanea. La nicotina può influire sul sistema 
cardiocircolatorio: 
 Per via centrale attraverso l’attivazione dei NAchR, α7 e α3β4, 
presenti in vari centri e nell’area midollare depressiva caudale 
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ventrolaterale responsabile delle risposte cardiovascolari della 
stimolazione dei barocettori20. 
 Attraverso la modulazione del sistema nervoso autonomo dove i 
recettori α3β4, ma anche α7, controllano la trasmissione nei 
gangli ortosimpatici, e gli α4β2 quella nei gangli parasimpatici21 
favorendo la liberazione di neurotrasmettitori dalle terminazioni 
sinaptiche. La stimolazione dei NachR porta quindi ad una 
secrezione di catecolamine, con ipertensione, tachicardia, 
aumento della forza contrattile e quindi della richiesta di 
ossigeno, costrizione dei vasi cutanei e delle coronarie. Inoltre la 
nicotina, attraverso la stimolazione simpatica può essere uno dei 
fattori che porta ad aritmie22. 
 Attraverso le cellule endoteliali, modificandone la forma, 
aumentandone la proliferazione e aumentando l’iperplasia 
dell’intima18. Inoltre i NachR endoteliali (probabilmente α7)23 
sono degli stimolanti l’angiogenesi sia in vitro che in vivo, 
favorendo l’entrata di calcio, la produzione di NO e la liberazione 
di fattori di crescita, in particolare lo Fibroblast growth factor 
(FGF) e di Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)24. 
L’esposizione cronica a nicotina sembra invece desensibilizzare i 
recettori endoteliali e produrre effetti di indebolimento sul processo di 
angiogenesi rispetto a una somministrazione acuta25, ma anche questo 
sarà da verificare nell’uomo. 
Sembra quindi evidente, almeno a livello sperimentale, che la nicotina 
abbia tutti i requisiti per essere responsabile di molti, se non di tutti, gli 
effetti cardiovascolari del fumo di tabacco. Ovviamente non ci sono dati 
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clinici che possano dimostrare questa ipotesi poiché non esistono 
terapie croniche che prevedano l’utilizzo di nicotina come sostanza 
singola. 
 
1.4.2 Cute 
A livello cutaneo possiamo invece notare come si delineino rilevanti 
differenze tra l’azione del fumo di tabacco e della nicotina come singola. 
Infatti, mentre è ben noto l’effetto negativo del fumo sulla cute e sulle 
mucose, (aumento della senescenza, della colorazione, dei tumori, 
difficoltà di guarigione delle ferite)26, i dati sugli effetti della nicotina 
sono più contraddittori e meno chiari. Nei vecchi formulari la nicotina 
per via topica era riconosciuta come farmaco topico “vulnerario”, che 
aiutava nella guarigione delle ferite, ma era anche riportata la sua 
azione inibente e irritante. Diverso è l’effetto se la nicotina è 
somministrata per via generale e in modo cronico. La base biologica per 
la sua azione risiede nella presenza nei cheratinociti, nei fibroblasti, 
nelle fibre nervose sensitive, nelle cellule dendritiche e nei linfociti 
cutanei di numerosi recettori nicotinici eteromerici contenenti le 
subunità α3, α4, α5,β2, β4, e di recettori omomerici soprattutto 
contenenti la subunità α7 e α927. I recettori α7 e α9 aumentano il 
differenziamento dei cheratinociti, controllano l’adesione tra di loro e 
con la matrice attraverso i desmosomi, diminuiscono la loro mobilità 
attraverso la modulazione della produzione e dell’attività della catenina 
e della caderina, modulano i geni del ciclo cellulare e dell’apoptosi27,28. 
I recettori contenenti le subunità α3, α5, β2 e β4 modulano il 
modellamento della matrice attraverso il controllo dei fibroblasti e della 
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loro espressione di collageno, metalloproteasi ed elastina26. In termini 
generali il sistema colinergico nicotinico sembra essere un efficace 
controllore della coesione delle cellule epidermiche e della 
riepitelizzazione cutanea delle ferite28. 
Anche nei vasi cutanei si riscontrano le alterazioni delle cellule 
endoteliali e muscolari prima riportate che portano a una alterazione 
della parete vasale e ad una diminuzione dell’irrorazione. 
I dati contrastanti presenti in letteratura sono dovuti alle modalità 
diverse di trattamento nicotinico che potrebbero portare a una 
attivazione oppure desensitizzazione dei NachR28. La nicotina, dati i suoi 
effetti, è anche utilizzata nella terapia di alcune patologie cutanee29. 
Considerando gli effetti cutanei della nicotina ci sono le basi biologiche 
per ipotizzare un suo ruolo importante e quindi, prima di utilizzarla in 
modo ampio come agente di svago, si deve dimostrare la sua sicurezza 
nell’uomo attraverso studi controllati ad oggi non esistenti. 
 
1.4.3 Effetti protumorali 
Tra i vari effetti che il fumo di tabacco può produrre senz’altro quello 
più rilevante e dannoso per la salute è la facilitazione dell’insorgenza di 
tumori. La responsabilità maggiore è da attribuire alle nitrosamine e alle 
amine eterocicliche ma anche la nicotina può contribuirvi in modo non 
lieve30. Per quanto riguarda i tumori epiteliali meritano particolare 
attenzione il carcinoma cutaneo a cellule squamose, i papillomi genitali 
e i tumori del cavo orale. La nicotina, attraverso i recettori α7, stimola 
l’attività mitotica delle cellule epiteliali basali, inibisce l’apoptosi, 
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stimola l’invasività delle cellule tumorali, aumenta l’espressione dei 
fattori di crescita e favorisce l’angiogenesi26. Inoltre l’effetto 
immunosoppressivo, proinfiammatorio della nicotina sulle cellule 
dendritiche, sui macrofagi e sulle cellule immunocompetenti cutanee 
certamente facilitano gli effetti protumorali. 
Per quanto riguarda i tumori polmonari si è osservato che i tumori più 
legati al fumo sono i carcinomi che contengono NachR di tipo α7 e 
α3β431. In linee cellulari derivate da questi tumori sono espresse 
praticamente tutte le subunità nicotiniche, eccetto le muscolari, anche 
se non si conosce con esattezza i sottotipi e la loro composizione in 
subunità30. La stimolazione dei NachR aumenta la proliferazione 
cellulare in maniera diretta32 ed esplica un effetto antiapoptotico. 
Inoltre le nitrosamine più importanti e cancerogene presenti nel fumo 
(NNK, NNN, DEN) hanno affinità per i recettori nicotinici. 
Il dato che più fortemente connette i NachR con il tumore polmonare è 
l’associazione del tumore polmonare e della dipendenza da nicotina con 
alcuni polimorfismi del locus 15q24-25 del cromosoma 15 che contiene 
i geni per le subunità nicotiniche α5, α3 e β231. Gli effetti causati da 
questi polimorfismi non sono tutti chiariti, alcuni provocano delle 
alterazioni funzionali del recettore, altri modificano l’espressione di 
questi geni. 
Il meccanismo con il quale i recettori nicotinici innescano un processo 
tumorale è attraverso una entrata di Ca2+ nelle cellule mediante il 
recettore stesso o canali voltaggio dipendenti, e la seguente attivazione 
delle vie di segnale PI3K/Akt (antiapoptosi), ERK (proliferazione-
invasione), produzione di VGF (angiogenesi)30. La presenza quindi di una 
25 
 
concentrazione sufficiente di nicotina a livello dei liquidi bronchiali 
potrebbe certamente favorire l’attivazione dei NachR e la proliferazione 
e lo sdifferenziamento di cellule bronchiali epiteliali o neuroendocrine. 
Non ci sono evidenze cliniche di un’attività protumorale della nicotina, 
dato che la nicotina non è mai stata proposta  come farmaco per uso 
cronico prolungato assunto per via inalatoria, ma vi è il sospetto 
fondato che questa attività  possa divenire clinicamente evidente. 
 
1.4.4 Sistema Gastrointestinale 
Da ricordare, infine, gli effetti che la nicotina produce a livello 
gastrointestinale. Essa ha un’azione importante sia attraverso il sistema 
nervoso autonomo, sia interagendo con NachR presenti in cellule del 
sistema gastrointestinale. Essa stimola le secrezioni e la motilità, 
potenzia gli stimoli ulcerogeni diminuendo i fattori protettivi e difensivi. 
Inoltre potrebbe essere coinvolta nei processi di inizio e promozione dei 
tumori gastrointestinali connessi con il fumo di tabacco attraverso i 
meccanismi sopra descritti33.  
D’altra parte, però, la nicotina potrebbe essere responsabile degli 
effetti benefici del fumo nella colite ulcerosa, e in questo senso sono in 
corso studi clinici promettenti34.   
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CAPITOLO 2 
DIPENDENZA DA NICOTINA 
2.1 Dati Epidemiologici 
In Italia la mortalità annuale attribuibile al fumo è dell’ordine del 15%, 
pari a 70000 morti. Tra le patologie più rappresentative vi sono le 
neoplasie polmonari e la bronco pneumopatia cronica ostruttiva, 
tumori del cavo orale, faringe, laringe, esofago, stomaco, pancreas, 
vescica e malattie cardiovascolari. Il fumo inoltre provoca gravi 
problemi nello sviluppo del SNC del neonato e morti premature1. 
L’uso del tabacco è in continua crescita soprattutto nei paesi in via di 
sviluppo e la sua assunzione avviene sempre più precocemente. 
L’aumento connesso con il rischio da fumo si riduce quasi del tutto se si 
smette di fumare prima dei 40 anni2, ma, la dipendenza da fumo è 
molto difficile da vincere e solo il 5%-20% dei fumatori riesce a 
smettere, qualsiasi sia l’approccio seguito, anche quello farmacologico3.  
 
2.2 Meccanismi biologici alla base della dipendenza 
L’effetto più rilevante e dannoso legato alla nicotina risiede nella sua 
capacità di  indurre dipendenza (alla base della dipendenza da fumo di 
tabacco). 
L’effetto principale che dà origine alla dipendenza da nicotina è l’azione 
che la stessa ha sui neuroni dopaminergici del sistema mesolimbico; 
quest’ultimo è costituito dai neuroni dopaminergici localizzati nell’area 
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ventro-tegmentale con proiezioni che arrivano al corpo striato, 
all’amigdala e alla corteccia prefrontale4. 
Il meccanismo fondamentale alla base della dipendenza risiede 
nell’attivazione delle vie dopaminergiche meso-striatali attraverso la 
liberazione di dopamina nel Nucleo accumbens5. Da evidenziare infatti 
come la dopamina, rilasciata insieme a una varietà di neurotrasmettitori 
in seguito a stimolazione dei recettori colinergici nicotinici nell’encefalo 
(localizzati prevalentemente a livello presinaptico),  apporti 
un’esperienza piacevole e sia quindi critica per quanto riguarda gli 
effetti di rafforzamento (effetti che promuovono la dipendenza) della 
nicotina e di altre droghe di abuso6. Tale sostanza (come altre droghe di 
abuso quali amfetamine e cocaina) provoca autosomministrazione 
ripetuta in studi su animali, e tale impulso alla somministrazione è 
legato ad un aumento dei livelli di dopamina nel Nucleo accumbens 
(localizzato nella porzione ventrale del corpo striato). Da queste 
evidenze sperimentali è stato possibile formulare l’ipotesi che il rinforzo 
positivo provocato dalle sostanze psicostimolanti sia associato ad un 
aumento dei livelli di dopamina in aree specifiche del cervello quali in 
N.A.4 
 La nicotina stimola il rilascio di dopamina nell’area mesolimbica, nel 
corpo striato e nella corteccia frontale dell’encefalo. 
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Figura 2.1 Ruolo del sistema dopaminergico mesolimbico nell’attività nicotinica (N 
Engl J Med 2010; 362: 2295-303) 
 In particolare (figura 2.1), la nicotina attiva i recettori α4β2 nell’area 
ventrale tegmentale del mesencefalo, provocando un rilascio di 
dopamina a livello della struttura del Nucleo accumbens. I neuroni 
dopaminergici di queste due regioni (V.T.A. e N.A.) sono importanti nel 
meccanismo di ricompensa indotta da sostanza d’abuso (entrambe 
queste zone hanno un ruolo nelle percezioni di piacere e ricompensa)7. 
L’attivazione dei neuroni dopaminergici nel V.T.A. è ritenuta far parte 
dei processi biochimici necessari per rafforzare i comportamenti che 
sono basilari per la sopravvivenza della specie. Stimoli essenziali alla 
sopravvivenza, quali ad esempio quelli per l’assunzione di cibo, la 
procreazione, o il riconoscimento di situazioni pericolose hanno la 
capacità di innescare una sequenza di risposte comportamentali che 
risultano o nella prolungata esposizione allo stimolo, se questo è 
gratificante, o ad un allontanamento da esso, se questo è spiacevole o 
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doloroso. Una visione semplificata dei meccanismi di dipendenza da 
nicotina è che questa, come gli stimoli legati alla sopravvivenza della 
specie, aumenta i livelli di dopamina nel N.A.. Tale effetto 
promuoverebbe il consumo di tabacco, specie nella fase di acquisizione. 
Questa teoria è sostenuta da esperimenti in cui il blocco del rilascio di 
dopamina nel N.A. con antagonisti o microlesioni attenua le proprietà 
gratificatorie della nicotina, provocando una diminuzione della 
autosomministrazione in animali da esperimento8. 
Un’ipotesi alternativa sul ruolo del sistema mesolimbico nei fenomeni di 
dipendenza vede la dopamina come un indice dell’anticipazione della 
gratificazione. Una terza prospettiva è che la funzione della dopamina 
nel sistema mesolimbico corticale coinvolgerebbe per prima cosa 
l’integrazione di informazioni provenienti dall’ambiente. 
Successivamente la stessa area parteciperebbe alla preparazione, inizio 
ed esecuzione degli atti necessari a ottenere l’obiettivo desiderato9. 
Inoltre la nicotina aumenta sia il rilascio di glutammato, che facilita la 
liberazione di dopamina, sia quello dell’acido γ-amminobutirrico 
(GABA), che invece inibisce il rilascio di dopamina10. Con un’esposizione 
per tempi prolungati alla nicotina, alcuni recettori colinergici nicotinici 
diventano desensitizzati mentre altri no. Come risultato, il tono 
inibitorio mediato dal GABA diminuisce mentre l’eccitazione indotta dal 
glutammato persiste, con ciò aumentando l’eccitazione dei neuroni 
dopaminergici e la capacità di risposta alla nicotina. Altri 
neurotrasmettitori che possono essere coinvolti nella dipendenza da 
nicotina sono le ipocretine, neuropeptidi prodotti nell’ipotalamo 
laterale che regolano gli effetti stimolatori sui centri della ricompensa 
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nel cervello e modulano l’autosomministrazione di nicotina negli 
animali da laboratorio. 
Oltre alla nicotina anche altri costituenti del fumo di sigaretta giocano 
un ruolo importante nell’instaurarsi del fenomeno di dipendenza. Le 
monoamminossidasi, enzimi localizzati nei neuroni catecolaminergici e 
in altri, catalizzano il metabolismo della dopamina, noradrenalina e 
serotonina. I prodotti di condensazione dell’acetaldeide con ammine 
biogene nel fumo di sigaretta inibiscono le attività delle 
monoamminossidasi di tipo A e B, e prove sperimentali indicano che 
l’inibizione di questi enzimi contribuisce alla dipendenza da fumo in 
quanto si riduce il metabolismo della dopamina.11 
 
2.3 Fenomeno della tolleranza e sindrome di astinenza 
Con l’esposizione ripetuta alla nicotina, si sviluppa il fenomeno della 
tolleranza (riduzione della capacità di un organismo di rispondere alla 
somministrazione ripetuta di un farmaco), la quale porta all’aumento 
del numero dei recettori colinergici nicotinici nel cervello, 
probabilmente in risposta alla desensibilizzazione nicotina-mediata dei 
recettori. La desensitizzazione (riduzione del numero dei recettori attivi 
sulla membrana) si ritiene che svolga un ruolo importante nei 
meccanismi di tolleranza e dipendenza7. 
Il recettore-canale nicotinico può assumere tre conformazioni: canale 
aperto, canale chiuso e recettore desensitizzato. Il legame tra recettore 
e agonista provoca l’apertura del canale ionico per pochi millisecondi 
permettendo l’entrata di ioni carichi positivamente nella cellula 
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inducendo una depolarizzazione e determinando, in ultima analisi, una 
risposta eccitatoria. A questo punto il recettore può cambiare 
conformazione e ritornare allo stato originale chiuso, in grado 
comunque di legare l’agonista, oppure può passare alla conformazione 
desensitizzata, insensibile all’azione degli agonisti. Quest’ultima 
conformazione è caratterizzata dal fatto che lo stato di apertura del 
canale viene mantenuto per un tempo piuttosto elevato, ed è proprio 
questa caratteristica che assume grande importanza nel processo della 
dipendenza da fumo. La probabilità di un recettore di trovarsi in uno 
stato conformazionale piuttosto che un altro dipende da tre fattori: 
1. La concentrazione dell’agonista a cui il recettore è esposto; 
2. La natura dell’agonista; 
3. La velocità con cui l’esposizione avviene. 
Sulla base dei parametri sopra elencati possiamo distinguere due 
situazioni, a seconda che l’agonista sia l’acetilcolina oppure la nicotina. 
Nel primo caso, l’acetilcolina viene rilasciata dai terminali presinaptici 
alla concentrazione intorno a 1 mM e rimane intatta per un tempo di 
circa 2 millisecondi, prima della sua degradazione (ad opera dell’enzima 
acetilcolinesterasi) in acetato e colina, e il successivo inizio di un nuovo 
ciclo. Questa interazione tra recettore e ligando non è sufficientemente 
lunga per permettere un passaggio vero e proprio allo stato 
desensitizzato. L’interazione tra nicotina e recettore avviene invece con 
tempi e modalità differenti. La concentrazione della nicotina nello 
spazio sinaptico è infatti intorno a 0,1 mM, quindi dieci volte inferiore 
alla concentrazione di acetilcolina. Ciò che però risulta di fondamentale 
importanza per spiegare lo stato di desensitizzazione è il tempo elevato 
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di permanenza della nicotina nello spazio sinaptico. Questo è dovuto al 
lento effetto nicotinico e all’incapacità dell’acetilcolinesterasi di 
idrolizzare l’agonista. Considerato che l’affinità del recettore verso 
l’agonista è più alta nella conformazione desensitizzata rispetto a quelle 
di canale aperto o chiuso, la probabilità dei recettori di trovarsi in una 
conformazione desensitizzata a basse concentrazioni di nicotina sarà 
elevata. 
Le concentrazioni di nicotina contenute in una sigaretta sono in grado di 
attivare e poi desensibilizzare i recettori nicotinici, fattore determinante 
per l’instaurarsi dei fenomeni di dipendenza e tolleranza correlati al 
fumo. Per questo gli effetti di una seconda somministrazione di nicotina 
risultano minori di quelli provocati da una prima assunzione. Questo è 
dovuto al fatto che quando esposti per la prima volta alla nicotina, i 
recettori nicotinici vengono attivati provocando una depolarizzazione 
della membrana e la conseguente scarica dei potenziali d’azione. La 
desensibilizzazione che si instaura successivamente, provocherà una 
minor risposta dei recettori all’azione dell’agonista, in altre parole si 
avrà un’acuta tolleranza alla nicotina contenuta in sigarette fumate 
successivamente. L’esposizione prolungata al fumo di sigaretta provoca 
il fenomeno dell’ ”up regulation”, osservabile con un aumento del 
numero dei recettori nicotinici (in particolar modo quelli contenenti le 
subunità α2 e β4) nel cervello umano. È stato stimato che i recettori 
nicotinici nei fumatori sono da 100 a 300 volte più numerosi che nei non 
fumatori. Nonostante non sia ancora chiaro come questo fenomeno 
possa avvenire, la desensitizzazione prolungata sembrerebbe essere la 
causa della sua insorgenza. L’aumento della densità dei recettori 
nicotinici sulla superficie cellulare è dovuto al fatto che nella 
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conformazione desensitizzata la loro velocità di riciclo nella membrana 
cellulare è molto più lenta. In condizioni di astinenza, l’eccesso dei 
recettori presenti nella membrana esce dalla conformazione 
desensibilizzata comportando così una ipereccitabilità alle sinapsi 
colinergiche. E’ per questo motivo che il fumatore in astinenza si sentirà 
teso e nervoso e sarà forte in lui il desiderio di riprendere a fumare. Il 
fumatore si troverà ad avere una densità maggiore di recettori 
nicotinici, con una potenzialmente maggiore trasmissione colinergica. 
Lo stato d’attivazione e eccitazione sarà particolarmente evidente 
quando il sistema non sarà desensibilizzato dalla nicotina (quindi 
durante l’astinenza). La successiva nicotina introdotta infatti riporterà 
allo stato desensitizzato i recettori nicotinici in eccesso e si ristabilirà 
una sorta di equilibrio e funzionalità sinaptica. Questo spiegherebbe 
perché i fumatori sostengono che fumare più volte durante il giorno li 
aiuti a rimanere concentrati e rilassati. 
In base a queste osservazioni si può quindi affermare che il fumatore 
riceverà una maggior gratificazione dalla prima sigaretta fumata in un 
giorno in quanto l’assunzione di nicotina dopo una notte di astinenza è 
in grado di attivare maggiormente i recettori nicotinici e indurre di 
conseguenza una sensazione di piacere. Successivamente con ulteriori 
somministrazioni di nicotina i recettori nello stato desensitizzato 
aumenteranno, provocando tolleranza acuta alla nicotina e una minor 
gratificazione nella risposta ad essa. Questo processo continuo di 
desensibilizzazione e successiva up-regulation concorre a modificare la 
plasticità sinaptica e probabilmente partecipa nelle modificazioni che a 
lungo termine sono associate alla dipendenza. Il fenomeno dell’up-
regulation persiste durante l’esposizione prolungata alla nicotina ma 
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viene a cessare, con un conseguente ritorno dei recettori nicotinici a 
livelli normali pre-nicotina, se l’assunzione nicotinica viene a mancare 
per qualche settimana. Nonostante questo il desiderio di fumare 
sparisce molto lentamente e non del tutto, a causa delle sensazioni di 
piacere indotte a livello cerebrale12. 
L’astinenza da nicotina provoca ansia e stress, che sono entrambi 
potenti incentivi per iniziare a fumare di nuovo. L’effetto negativo che 
caratterizza la risposta all’astinenza da nicotina probabilmente deriva, 
in parte, da una cascata di eventi che coinvolgono livelli aumentati del 
fattore di rilascio extraipotalamico della corticotropina (CRF = fattore di 
rilascio della corticotropina) e un maggiore legame di CRF  con i 
recettori per il fattore di rilascio della corticotropina 1 (CRF1) nel 
cervello, attivando così il sistema CRF – CRF1, che media le risposte allo 
stress. Da studi condotti sui ratti, comportamenti simili all’ansia e il 
rilascio di CRF nel nucleo centrale dell’amigdala, si verificano durante 
l’astinenza da nicotina. Il CRF provoca ansia mentre il blocco 
farmacologico dei recettori CRF1 inibisce gli effetti ansiogeni 
dell’astinenza da nicotina. Il blocco dei recettori CRF1 impedisce anche 
l’aumento di autosomministrazione di nicotina che si verifica durante 
l’astinenza da somministrazione forzata di nicotina nelle cavie. Tra i più 
comuni sintomi di astinenza da nicotina ricordiamo: irritabilità, 
depressione, irrequietezza e ansia. L’intensità di questi disturbi 
dell’umore è simile a quella riscontrata in pazienti psichiatrici 
ambulatoriali. L’Anedonia (la sensazione che ci sia poco piacere nella 
vita) può verificarsi anche con l’astinenza da nicotina e da altre droghe 
di abuso13. 
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2.4 Tendenza sociale all’abitudine del fumo 
Un ruolo di grande importanza nello sviluppo del tabagismo sembra 
essere svolto dai comportamenti condizionati. Questi sono 
direttamente correlati con l’instaurarsi di un fenomeno di tipo 
psicologico, comune anche alle altre dipendenze da droghe di abuso: il 
craving. Esso viene definito come un forte desiderio incontrollabile di 
fumare e vi è generale concordanza nel ritenere che sia il principale 
determinante della ricaduta all’uso di droga e uno dei fattori più 
importanti che porta al fallimento della disassuefazione dal fumo. La 
gravità del fenomeno consiste nel fatto che si possa manifestare anche 
dopo lunghi periodi di astinenza. Sia la ricerca che la pratica clinica 
hanno identificato le situazioni in cui viene indotto il craving per la 
sigaretta. Sulla base di evidenze di cui è ricca la letteratura scientifica 
possiamo comprendere l’importanza della reattività agli stimoli 
condizionati dei fumatori (cue reactivity), intesa come suscettibilità agli 
stimoli associati al fumare nell’indurre il craving14. 
 
2.4.1 “Multiple-action” model 
Per spiegare ulteriormente la natura dei processi e i meccanismi 
cerebrali che stanno alla base della cue reactivity, è stato proposto un 
modello che si basa sui seguenti presupposti: 
 L’abitudine al fumo è indotta dalle proprietà di rinforzo 
nicotiniche in un complesso di fattori individuali e ambientali; 
 Gli stimoli associati al fumo e agli effetti della nicotina vengono 
elaborati a due livelli: 
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1. Elaborazione automatica, con andamento parallelo 
attraverso vie ascendenti (colinergica, noradrenergica, 
dopaminergica, serotoninergica) per attivare funzioni 
legate all’attenzione (ad esempio funzioni di rilevazione e 
di filtro). Questa tipologia di processi è molto veloce, 
apportando una rapida elaborazione dello stimolo. 
L’elaborazione automatica è associata ai comportamenti 
abitudinari consolidati; 
2. Elaborazione non automatica (o controllata), con 
andamento “seriale”  discendente che parte dalle aree 
corticali con lo scopo di modulare l’elaborazione di stimoli 
sensoriali e il controllo motorio (aspettativa e controllo 
esecutivo) con una funzione importante svolta dalle 
trasmissioni glutamatergiche e colinergiche. L’elaborazione 
controllata richiede uno sforzo cosciente da parte 
dell’individuo, quindi è un processo lento, associato alla 
valutazione, al controllo e alla modulazione del 
comportamento; 
 
 La nicotina aumenta e rafforza entrambi questi livelli di 
elaborazione in modo da stabilire e amplificare il valore 
condizionato tra il fumare e gli stimoli associati alla nicotina; 
 La cue reactivity si sviluppa ed è pertanto mantenuta sia dalla 
nicotina in quanto tale che dal rapporto tra stimoli associati alla 
nicotina e al fumo, attraverso l’attivazione di vie cerebrali comuni 
(“multiple-action”). 
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Sulla base del “multiple-action” model pertanto possiamo affermare 
come lo sviluppo e il mantenimento della cue reactivity  nei fumatori 
inizialmente dipenda dalle primarie proprietà rinforzanti della nicotina 
e, successivamente, dal suo effetto stimolatorio sui due livelli di 
elaborazione riguardanti gli stimoli correlati al fumo e agli effetti della 
nicotina. Il multiple action model si propone quindi di spiegare i potenti 
e persistenti effetti condizionanti dovuti alla cue reactivity15.  
 
2.4.2 Teoria del condizionamento 
La teoria del condizionamento , applicata all’uso di tabacco, sostiene 
che ripetuti abbinamenti di stimoli interni o esterni (inizialmente neutri) 
con gli effetti della sostanza d’abuso (risposta incondizionata) portano 
tali stimoli precedentemente neutri a diventare condizionati, 
producendo una risposta condizionata. Sono state formulate tre teorie 
riguardanti il condizionamento, ognuna differente dall’altra per quanto 
riguarda il tipo di risposta condizionata risultante. 
1. Il Conditioned withdrawal model (Winkler, 1984) propone che i 
continui e ripetuti accoppiamenti tra stimoli esterni correlati al 
fumo e lo stress associato ai sintomi di astinenza siano in grado di 
far provare sintomi di astinenza al soggetto, creando una risposta 
condizionata. Di conseguenza stimoli esterni, sintomi di 
astinenza, o sintomi simili a quelli di astinenza (anche se il 
soggetto non si trova in uno stato di astinenza) sono capaci di 
innescare una risposta craving. I soggetti sono quindi spinti verso 
un “drug-seeking behavior” (comportamento di ricerca della 
droga) per alleviare la risposta di astinenza. 
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2. Nel Conditioned compensatory response model ( Siegel, 1983), gli 
stimoli ambientali sono ripetutamente abbinati agli effetti 
farmacologici della nicotina ( i quali rappresentano una risposta 
incondizionata all’assunzione di nicotina) finchè questi stimoli da 
soli non sono in grado di provocare effetti simili a quelli della 
sostanza. La risposta condizionata risultante da questi stimoli va 
nella direzione opposta rispetto agli effetti derivanti dalla 
nicotina; si instaurano cioè reazioni di compensazione nei 
confronti di questi effetti. Ciò avviene (oltre che per compensare 
l’azione della sostanza) per preservare l’equilibrio omeostatico 
all’interno del corpo. 
3. L’appetitive motivational model (J. Stewart, de Wit & Elkelboom, 
1984) considera l’interazione tra il comportamento e i sistemi 
neurochimici dell’encefalo nel generare e mantenere “stati 
appetitivi positivi” attraverso l’uso della sostanza d’abuso. In 
particolare, quando gli effetti neuro farmacologici della sostanza 
diventano associati agli stimoli correlati a questa, si sviluppano 
stati neuronali positivi simili a quelli creati dalla droga e si 
instaura nel soggetto un incentivo motivazionale positivo che lo 
porta ad assumere la sostanza16. 
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2.5 Aspetti molecolari e comportamentali della dipendenza 
da nicotina      
 
Figura 2.2 Aspetti molecolari e comportamentali nella dipendenza da nicotina (N 
Engl J Med 2010; 362: 2295-303) 
 
 Con il fumo regolare, il fumatore va ad associare particolari stati 
d’animo, situazioni o fattori ambientali (segnali legati al fumo) con gli 
effetti gratificanti della nicotina. In genere questi segnali scatenano 
ricaduta. L’associazione tra tali segnali e gli effetti farmacologici della 
nicotina (e la conseguente urgenza ad assumerla) costituisce una forma 
di condizionamento. Studi su animali da laboratorio dimostrano che 
l’esposizione alla nicotina provoca cambiamenti nell’espressione delle 
proteine delle cellule cerebrali  e nelle loro connessioni sinaptiche (un 
processo chiamato plasticità neurale)17, alla base del condizionamento. 
La nicotina migliora anche le risposte comportamentali agli stimoli 
condizionati, che possono contribuire al fumo compulsivo18. Inoltre, 
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studi condotti su ratti dipendenti da nicotina mostrano che gli stimoli 
condizionati associati alla sospensione di nicotina aumentano l’entità di 
astinenza attraverso un aumento della soglia di ricompensa del 
cervello19. Perciò, segnali associati alla sospensione di nicotina possono 
ridurre la funzione del sistema di ricompensa dell’encefalo. Il desiderio 
di fumare è mantenuto, in parte, da tale condizionamento. 
I fumatori di solito prendono una sigaretta dopo un pasto, con una 
tazza di caffè o una bevanda alcolica, o con gli amici che fumano. 
Quando ripetute molte volte, queste situazioni diventano un potente 
segnale per la voglia di fumare. Aspetti correlati al fumare (la 
manipolazione di materiali  attinenti al fumo, il gusto, l’odore o la 
sensazione di fumo in gola) diventano associati con gli effetti piacevoli 
del fumo. Anche 
stati d’animo 
spiacevoli 
possono 
diventare segnali 
condizionati per il 
fumo: un 
fumatore può 
imparare che non 
avere una sigaretta 
provoca irritabilità 
e che fumare 
apporta sollievo. Dopo ripetute esperienze di questo tipo, un fumatore 
può percepire irritabilità da qualsiasi fonte come segnale per riprendere 
a fumare7.  
Figura 2.3 (Stein, E.A., et al., Nicotine-induced limbic cortical 
activation in the human brain: a functional MRI study, Am. J. 
Psychiatry; 155: pp 1009-1015 1998). 
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Studi molto interessanti per la determinazione delle aree encefaliche 
maggiormente attivate in seguito ad assunzione di nicotina sono stati 
realizzati avvalendosi della risonanza magnetica funzionale. Questa 
strumentazione è stata utilizzata su individui riceventi 2,25 mg di 
nicotina per via endovenosa15.  
La figura 2.3 mostra immagini ottenute tramite la risonanza magnetica 
funzionale. Nella parte I notiamo linee blu che indicano medesime zone 
nelle sezioni coronale, sagittale e assiale. Da notare nella sezione 
coronale (parte I, sinistra) frecce che indicano il cingolato e il giro 
orbitale laterale. Altre aree di maggior attivazione illustrate includono i 
giri frontali superiori, mediani e inferiori. In aggiunta al segnalato giro 
orbitale laterale la sezione assiale (parte I, centro) mostra una maggiore 
attività dell’insula, il collicolo, genicolato mediale, ipotalamo, putamen 
e globus pallidus. La prospettiva sagittale (parte I, destra) mostra 
maggiore attivazione dell’insula e del giro temporale trasversale. Nella 
parte II sono mostrate regioni subcorticali limbiche rilevanti che 
includono il nucleus accumbens, l’amigdala e il talamo20. 
I risultati dell’esperimento hanno dimostrato un aumento dell’attività 
cerebrale in alcune zone come la corteccia cingolata anteriore, corteccia 
prefrontale, corteccia insulare, nucleo accumbens (preferenzialmente la 
parte destra), corpo striato e amigdala15. In particolare, altri studi di 
imaging funzionale hanno dimostrato che l’esposizione a stimoli 
associati alla droga è in grado di attivare regioni corticali del cervello 
(aree deputate all’integrazione di ricordi ed emozioni, come zone della 
corteccia prefrontale, dell’amigdala e dei gangli della base), tra cui 
l’insula (una struttura nella corteccia cerebrale associata ad alcune 
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emozioni fondamentali). I fumatori che presentano danni a carico 
dell’insula (per esempio trauma cerebrale) hanno più probabilità di 
smettere di fumare subito dopo la lesione e sono meno predisposti ad 
avere impulsi coscienti a fumare rispetto a fumatori con lesioni 
cerebrali che non influenzano l’insula21.  
Un altro esperimento molto interessante è stato condotto da Due et al., 
il quale ha esposto fumatori privati della nicotina a segnali visivi 
correlati al fumo, segnali neutri  e immagini particolari (figure di 
animali). La risonanza magnetica funzionale è stata utilizzata per 
misurare l’attivazione cerebrale dei soggetti. Rispetto a individui non-
fumatori, i fumatori privati della nicotina hanno mostrato una maggiore 
attivazione in aree cerebrali come la zona posteriore destra 
dell’amigdala, l’ippocampo posteriore, l’area ventrale tegmentale, il 
talamo mediale, la corteccia prefrontale bilaterale e parietale, il giro 
fusiforme destro22.  
Da questi studi di imaging funzionale appare evidente come 
l’esposizione a stimoli correlati al fumo e gli effetti derivanti dall’ 
assunzione di nicotina attivino aree cerebrali simili, suggerendo una 
relazione di tipo causale tra gli effetti indotti dalla nicotina tramite il 
fumo e lo sviluppo/mantenimento della cue reactivity15. 
 
2.6 Ciclo di dipendenza da tabacco 
La figura 2.4 mostra un tipico ciclo giornaliero di fumo. Dal grafico 
possiamo notare una notevole oscillazione picco-valle dei livelli ematici 
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di nicotina da una sigaretta all’altra. Tuttavia questa si accumula nel 
corpo durante il periodo che va da 6 a 9 ore di fumo regolare. 
 
Figura 2.4 Ciclo di dipendenza da fumo (N Engl J Med 2010; 362: 2295-303) 
La prima sigaretta del giorno ha un sostanziale effetto farmacologico, 
soprattutto eccitatorio, ma allo stesso tempo, la tolleranza alla nicotina 
inizia a svilupparsi. Una seconda sigaretta viene fumata 
successivamente, nel momento in cui il fumatore avverte un po’ di 
regressione di tolleranza. Continuando a fumare, si verifica un accumulo 
di nicotina nel corpo, sfociando in un più grande livello di tolleranza, e i 
sintomi di astinenza diventano più pronunciati tra sigarette in 
successione. L’area in ombra del grafico rappresenta la “affective 
neutral zone” che esiste tra il livello di soglia di nicotina necessaria per 
produrre gratificazione e eccitazione e il livello di soglia al di sotto del 
quale inizieranno i sintomi di astinenza. Transitoriamente alti livelli di 
nicotina nel cervello dovuti al fumo di singole sigarette possono 
parzialmente superare la tolleranza, ma gli effetti primari (euforici) della 
nicotina tendono a diminuire durante il giorno. L’astinenza durante la 
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notte permette una risensibilizzazione dei recettori all’azione della 
nicotina7. 
 
2.7 Relazione tra  fattori genetici e dipendenza da nicotina 
A partire da studi condotti su gemelli, è stato possibile determinare un 
elevato grado di ereditarietà nei confronti del tabagismo (pari o 
superiore al 50%), compresi il livello di dipendenza e il numero di 
sigarette fumate giornalmente23. Questi studi hanno inoltre rivelato 
l’ereditabilità dei sintomi che un fumatore avverte quando smette di 
fumare24. Numerosi tentativi sono stati fatti per identificare i geni alla 
base della dipendenza da nicotina23. Questi studi sono problematici 
perché molteplici geni e fattori ambientali determinano un 
comportamento complesso, e molti differenti fenotipi di dipendenza 
possono avere differenti basi genetiche. 
Studi di associazione genomewide (indagine di gran parte dei geni di 
diversi individui di una particolare specie per determinare le variazioni 
geniche tra gli individui in esame) hanno indicato promettenti 
determinanti genetici della dipendenza da nicotina. In particolare, i geni 
più importanti associati alla dipendenza da nicotina sono quelli che 
codificano per le subunità α5/α3/β4 del recettore colinergico nicotinico, 
sul cromosoma 15. Le varianti associate alla dipendenza da nicotina 
nella regione genica α5/α3/β4 (cromosoma 15, 15q25) hanno anche una 
significativa associazione con il numero di sigarette fumate al giorno, i 
livelli di cotinina nel plasma, i livelli di sostanze cancerogene del fumo di 
tabacco a livello urinario, e il rischio di malattie legate al fumo25,26,27. 
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Un altro aspetto molto importante da considerare è il grado di 
metabolismo della nicotina, la quale viene trasformata in cotinina 
principalmente dall’enzima epatico CYP2A6. All’interno della 
popolazione dei fumatori vi sono quelli che metabolizzano la nicotina 
rapidamente (metabolizzatori rapidi) e quelli che la metabolizzano 
lentamente (metabolizzatori lenti). Si è notato che le persone 
geneticamente predisposte a un metabolismo lento (quelle che hanno 
la variante dei geni CYP2A6 associata con attività enzimatica ridotta) 
fumano meno sigarette al giorno rispetto alle persone con un 
metabolismo veloce28. L’osservazione che una frazione di fumatori con 
metabolismo geneticamente lento diminuisce con l’aumento dell’età 
nella popolazione di fumatori, suggerisce che quelli con metabolismo 
lento sono più inclini a smettere rispetto a quelli con metabolismo 
rapido. Il metabolismo veloce di nicotina è associato a gravi sintomi di 
astinenza e a una bassa probabilità di successo durante il trattamento 
con il cerotto alla nicotina29,30. 
 
2.8 Misurazione del grado di dipendenza da nicotina 
La dipendenza da nicotina può essere valutata mediante test specifici 
validati. Tra quelli presenti in letteratura, il più utilizzato e riconosciuto 
a livello clinico,  è il Test di Fagerstrom (FTND, Fagerstrom Test of 
Nicotine Dependence). Esso consiste in un breve questionario costituito 
da sei domande31: 
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Tabella 2.1 Test di Fagerstrom (versione a 6 quesiti)31 
Domanda Risposta Punteggio 
Quanto tempo dopo il risveglio 
accende la prima sigaretta? 
Entro 5 minuti 
Dopo 6-30 minuti 
Dopo 31-60 minuti 
Dopo 60 minuti 
3 
2 
1 
0 
Fa fatica a non fumare nei luoghi in 
cui è proibito? 
SI 
NO 
1 
0 
A quale sigaretta le costa di più 
rinunciare? 
La prima del mattino 
Tutte le altre 
1 
0 
Quante sigarette fuma al giorno? ≤10 
11-20 
21-30 
≥31 
0 
1 
2 
3 
Fuma con maggiore frequenza 
durante la prima ora del risveglio 
che durante il resto del giorno? 
SI 
NO 
1 
0 
Fuma anche quando è così malato 
da passare a letto la maggiore 
parte del giorno? 
SI 
NO 
1 
0 
Interpretazione del test: punteggio da 0 a 2 livello di dipendenza lieve; da 3 a 4 
medio; da 5 a 6 forte; da 7 a 10 molto forte. 
Il test può essere compilato individualmente oppure tramite 
intervistatore. Il valore medio del punteggio riferito a campioni 
rappresentativi di fumatori si attesta intorno ai 3-4 punti. Le domande 
di maggiore rilevanza sono l’ora della prima sigaretta del mattino e il 
numero di sigarette fumate nelle 24 ore. I punteggi più alti 
corrispondono a una più forte dipendenza nicotinica e, quindi, una 
maggiore difficoltà alla disassuefazione tabagica. Il test dà inoltre 
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informazioni relative alla gravità dei sintomi di astinenza e alla necessità 
di un trattamento farmacologico31. 
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CAPITOLO 3 
FARMACOCINETICA DELLA NICOTINA 
3.1 Aspetti  quantitativi della nicotina nel tabacco e 
nell’organismo dei fumatori 
Nel tabacco di sigaretta in genere è contenuto il 2% - 2,5% di nicotina, 
in quello dei sigari l’1,4% e in quello di pipa il 2%1. Una sigaretta di 
normali dimensioni contiene circa 0,95 mg di nicotina fornendone 10 – 
30 mg/Kg, il che significa una concentrazione plasmatica al picco di circa 
0,31 µM (tra 10 e 50 ng/ml)2. Nel latte materno la concentrazione di 
nicotina è tre volte maggiore di quella plasmatica (a causa del suo pH 
più acido) e in una fumatrice può raggiungere un valore medio di 100 
ng/ml. Nel cervello di un fumatore la concentrazione si aggira attorno a 
1 µM. Nei liquidi polmonari dopo aver fumato una sigaretta si può 
arrivare a una concentrazione tra 6 e 60 µL3. 
 
3.2 Assorbimento di nicotina dal fumo di tabacco 
La nicotina è una base debole con pka di 8.0 ed è presente nel tabacco 
prevalentemente come (S)-nicotina1. Questa viene distillata dalla 
combustione del tabacco ed è trasportata dalle goccioline di tartaro 
(chiamate anche particolato) che sono inalate. L’assorbimento della 
nicotina attraverso le membrane biologiche dipende dal pH. Nello stato 
ionizzato, come ad esempio negli ambienti acidi, essa non passa 
rapidamente le membrane. Il pH proveniente dal tabacco flue-cured, 
trovato nella maggior parte delle sigarette, è acido (pH: 5,5-6). A questo 
pH la nicotina è prevalentemente ionizzata. Come conseguenza, si 
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registra un basso assorbimento della nicotina liberata dal tabacco flue-
cured a livello orale, anche quando questo è trattenuto nella bocca. Il 
fumo proveniente da tabacco air-cured (tabacco predominante 
utilizzato in pipe, sigari e alcune sigarette europee) è molto alcalino (pH 
di 6,5 o maggiore), e una parte considerevole di nicotina è non 
ionizzata. Il fumo da questi prodotti è ben assorbito per via orale4. 
È stato recentemente proposto che il pH del particolato del fumo di 
sigaretta è più alto di quanto sostenuto precedentemente, e quindi, una 
porzione più ampia di nicotina sarebbe nella forma non ionizzata, 
facilitando il rapido assorbimento a livello polmonare. I valori di pH del 
particolato in vari marchi di sigarette si aggirano intorno a un range che 
va da 6,0 a 7,85. 
Quando il fumo di tabacco raggiunge le vie respiratorie e gli alveoli 
polmonari, la nicotina viene assorbita velocemente. La sua 
concentrazione nel sangue aumenta durante l’immissione del fumo fino 
a raggiungere il picco nella fase finale. Il rapido assorbimento della 
nicotina dal fumo di sigaretta attraverso i polmoni (dovuto 
presumibilmente alla superficie larga degli alveoli, le strette vie 
respiratorie e lo scioglimento della nicotina nel fluido del polmone 
umano  a un pH di 7,4) facilita il trasferimento attraverso le membrane. 
In media circa 1 mg (varia da 0,3 a 2 mg) di nicotina viene 
sistematicamente assorbita durante la fumata di una sigaretta6. Circa 
l’80-90% di nicotina inalata viene assorbita durante il processo del fumo 
ed è stato appurato che l’efficacia di assorbimento della nicotina da 
fumo passivo per donne non fumatrici varia dal 60-80%7. Dopo un tiro, 
elevate quantità di nicotina raggiungono il cervello in 10-20 secondi (più 
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veloce rispetto ad una somministrazione endovenosa) producendo un 
rapido rafforzamento comportamentale attraverso l’attivazione del 
sistema di ricompensa dopaminergico8. La rapidità dell’innalzamento 
dei livelli di nicotina permette al fumatore di dosare la quantità di 
nicotina e gli effetti correlati durante il processo del fumo, rendendo 
quindi il fumare la forma di somministrazione di nicotina più rinforzante 
e produttrice di dipendenza8. Il fumatore può manipolare la dose di 
nicotina nel cervello secondo il tiro che assume. L’assunzione di nicotina 
dal fumo dipende infatti dal volume del tiro, la profondità di inalazione, 
il grado di diluizione con l’aria dell’ambiente, dalla velocità e 
dall’intensità del tiro4. 
 
3.3 Distribuzione della nicotina nei tessuti corporei 
Dopo il processo di assorbimento la nicotina entra nel flusso sanguigno 
dove, al pH di 7.4, è per circa il 69% ionizzata e per il 31% non ionizzata. 
Il legame con le proteine plasmatiche è inferiore al 5%9. La sostanza è 
distribuita estensivamente nei tessuti del corpo con un volume di 
distribuzione allo stato stazionario che si aggira in media a 2,6 L/Kg 
(rispetto al peso del corpo). In base ad autopsie effettuate su fumatori 
l’affinità più alta per la nicotina risiede nel fegato, rene, milza e polmoni 
mentre l’affinità più bassa si registra nel tessuto adiposo10. La 
concentrazione di cotinina (principale metabolita della nicotina) è 
maggiore nel fegato. Nel muscolo scheletrico le concentrazioni di 
nicotina e cotinina sono vicine a quelle rilevate nel sangue intero. 
La nicotina si lega con grande affinità ai tessuti del cervello e la capacità 
di legame dei recettori è superiore nei fumatori rispetto ai non 
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fumatori. L’aumento del legame è causato dall’alto numero di recettori 
colinergici nicotinici presenti nel cervello del fumatore. La nicotina si 
accumula nel succo gastrico e nella saliva. I rapporti di concentrazione 
tra succo gastrico/plasma e saliva/plasma sono rispettivamente di 61 e 
11 con la somministrazione transdermica della nicotina e di 53 e 87 
mediante il fumo11. L’accumulo della sostanza è causato 
dall’intrappolamento degli ioni nicotinici nel succo gastrico e nella 
saliva. La nicotina si accumula anche nel latte materno (rapporto 
latte/plasma di 2.9). Essa attraversa la barriera placentare molto 
facilmente, ed esistono prove che attestano concentrazioni più alte 
della sostanza nel siero fetale e nel liquido amniotico rispetto a quella 
nel siero materno12. 
Il fumo di una sigaretta distribuisce rapidamente la nicotina alla 
circolazione venosa polmonare, dalla quale si sposta rapidamente al 
ventricolo sinistro del cuore, alla circolazione arteriosa sistemica e 
quindi al cervello. Il lasso di tempo che intercorre fra un tiro di sigaretta 
e la nicotina che raggiunge il cervello varia circa dai 10 ai 20 secondi. 
Anche se la distribuzione di nicotina all’encefalo è molto rapida, è 
presente un significativo up-take polmonare (quindi un rilascio ritardato 
di nicotina) ed un lento decremento della concentrazione della sostanza 
nelle arterie fra un tiro e l’altro, come dimostrato dai dati ottenuti con 
la tomografia polmonare a emissione di positroni13. La concentrazione 
di nicotina nel sangue arterioso, dopo aver fumato una sigaretta, 
potrebbe essere abbastanza alta raggiungendo circa 100 ng/ml, ma 
spesso varia da 20-60 ng/ml14. Di solito il picco di concentrazione 
arteriosa di nicotina dopo il primo tiro è più basso, mediamente 7 
ng/ml. Sono stati misurati rapporti di concentrazioni di nicotina 
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arterie/vene fino a 10 volte superiori, ma il rapporto medio è 
tipicamente circa 2.3-2.813. La rapida velocità di distribuzione di nicotina 
attraverso il fumo (oppure iniezione intravenosa, che presenta una 
dinamica di distribuzione simile) risulta in alti livelli di nicotina nel 
sistema nervoso centrale lasciando poco tempo per sviluppare la 
tolleranza. Il risultato è un’azione farmacologica intensiva15. 
Come già detto precedentemente, i livelli ematici di nicotina 
raggiungono il loro picco verso la fine della fumata di una sigaretta e 
diminuiscono rapidamente nei successivi 20 minuti a causa della 
distribuzione ai tessuti. La durata media di distribuzione è di circa 8 
minuti. L’emivita plasmatica della nicotina, dopo infusione endovenosa 
o fumo di sigaretta, ha una media di circa 2 ore. Tuttavia quando 
l’emivita viene stabilita basandosi sul tempo di escrezione urinaria di 
nicotina, che è più sensibile nel rilevare i livelli più bassi della sostanza 
nel corpo, l’emivita finale ha una media di 11 ore16. L’emivita più lunga, 
rilevata a concentrazioni più basse di nicotina, è molto probabile che sia 
conseguenza del rilascio lento di nicotina dai tessuti del corpo. In base 
all’emivita di 2 ore, per la nicotina, si potrebbe prevedere un suo 
accumulo nell’organismo sulla base di un’ assunzione di fumo regolare 
di oltre 6-8 ore (da tre a quattro emivite) ed una persistenza di livelli 
significativi di questa per 6-8 ore dopo la cessazione del fumo. Se un 
fumatore fumasse fino all’ora in cui va a letto, i livelli significativi 
dovrebbero persistere per tutta la notte. Studi sui livelli ematici nei 
fumatori abituali confermano queste previsioni (figura 3.1). 
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Figura 3.1 (Hukkanen, J., et al., Metabolism and Disposition Kinetics of Nicotine., Pharmacol. Rev.; 
57: pp 79-115 2005). 
 
L’andamento caratterizzato da livelli alti e bassi di nicotina nel sangue è 
caratteristico di ogni sigaretta, ma nel corso della giornata, i livelli bassi 
(minimi) aumentano e l’influenza dei livelli di picco diventa meno 
importante. Quindi la nicotina non è una droga alla quale i fumatori 
sono esposti a intermittenza e che è eliminata rapidamente dal corpo. 
Al contrario, il fumo rappresenta una situazione di dosaggio multiplo 
con accumulo notevole e livelli persistenti nelle 24 ore giornaliere4. 
La cotinina è presente nel sangue del fumatore in più alte 
concentrazioni rispetto a quelle della nicotina. Tali concentrazioni sono 
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in media di 250-300 ng/ml in gruppi di fumatori di sigarette. Si sono 
registrati inoltre livelli di concentrazione, fra gli utilizzatori di tabacco, 
che variano fino a 900 ng/ml. Dopo aver smesso di fumare il livello di 
concentrazione si riduce in modo lineare con una durata media di circa 
16 ore. L’emivita della cotinina che deriva dal metabolismo della 
nicotina è superiore a quella della cotinina somministrata come tale17. 
Ciò è dovuto al lento rilascio di nicotina dai tessuti corporei. A causa 
della lunga emivita vi è una minore oscillazione nel livello di 
concentrazione della cotinina durante l’arco della giornata rispetto al 
livello di concentrazione della nicotina. Come previsto, possiamo notare 
un graduale aumento del livello di cotinina nelle 24 ore, raggiungendo il 
picco al termine dello smoking process e persistendo in alte 
concentrazioni durante la notte. Grazie alla lunga emivita della cotinina, 
questa viene utilizzata come biomarcatore per misurare l’immissione 
giornaliera sia per i fumatori di sigaretta che per coloro i quali sono 
esposti al fumo di tabacco passivo18. Sussiste un’elevata correlazione tra 
le concentrazioni di cotinina misurate nel plasma, saliva e urina e, i 
valori registrati in ognuno dei fluidi di cui sopra possono essere utilizzati 
come segnali del grado di assunzione giornaliera della nicotina4. 
 
3.4 Metabolismo della nicotina 
3.4.1 Vie metaboliche principali della nicotina 
La nicotina viene metabolizzata maggiormente ad un numero 
considerevole di metaboliti a livello epatico (figura 3.2). Sono stati 
identificati sei metaboliti primari della nicotina. Quantitativamente, il 
più importante metabolita della nicotina nella maggior parte delle 
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specie mammifere è il derivato lattamico cotinina. Negli esseri umani 
circa il 70%-80% della nicotina è convertita in cotinina19. Questa 
trasformazione è costituita da due fasi. La prima è mediata dal sistema 
del citocromo P450 per produrre lo ione imminio della nicotina 
(nicotine-∆1(5)-iminium ion), il quale è in equilibrio con la 5’-
idrossinicotina20. La seconda fase è catalizzata dall’enzima aldeide 
ossidasi citoplasmatica. 
 
Figura 3.2 Principali vie del metabolismo nicotinico (Hukkanen, J., et al., Metabolism and 
Disposition Kinetics of Nicotine., Pharmacol. Rev.; 57: pp 79-115 2005). 
 
 La nicotina N’-ossido è un altro metabolita primario della nicotina, 
sebbene solo il 4%-7% della sostanza assorbita dai fumatori sia 
metabolizzata attraverso questa via21. La conversione della nicotina in 
nicotina N’-ossido coinvolge la monoossigenasi 3 contenente flavina 
(FMO3), che determina la formazione di entrambi i possibili 
diastereoisomeri: l’ 1’-(R)-2’-(S)- cis e l’ 1’-(S)-2’-(S)-trans isomero negli 
animali22. Nell’uomo questa via metabolica è altamente selettiva per 
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l’isomero trans. Infatti, solo l’isomero trans della nicotina N’-ossido è 
stato rilevato nelle urine dopo la somministrazione di nicotina 
attraverso la via endovenosa, il cerotto transdermico o tramite il fumo 
di sigaretta23. La nicotina N’-ossido non viene ulteriormente 
metabolizzata, può però essere sottoposta a riduzione (tramite azione 
batterica) e ridare quindi nicotina, comportandosi da  sistema di 
riciclaggio di nicotina nell’organismo24.  
Oltre all’ossidazione dell’anello pirrolidinico, la nicotina viene 
metabolizzata attraverso due vie non ossidative: la metilazione 
dell’azoto piridinico producendo lo ione isometonio nicotinico (anche 
chiamato N-methylnicotinium ion) e la glucuronidazione. Da studi 
condotti su modelli animali e omogenati di fegato umano è stato 
evidenziato che la S-adenosil-L-metionina è la fonte del gruppo metilico 
in una reazione catalizzata dall’ammina N-metiltransferasi25. Il 
citoplasma del fegato umano è capace di metilare entrambi gli 
enantiomeri della nicotina anche se è stato dimostrato che l’isomero-
(R) viene metilato più rapidamente dell’isomero-(S). 
La glucuronidazione della nicotina nell’essere umano porta alla 
formazione di un glucuronide N-quaternario19. Questa reazione è 
catalizzata dall’enzima uridina difosfato glucuroniltrasferasi (UGT), il 
quale produce (S)-nicotina-N-β-glucuronide. Dal 3% al 5% di nicotina è 
convertita al corrispondente glucuronide ed escreto nelle urine umane. 
Altra reazione a cui può andare incontro la nicotina consiste nella N-
demetilazione ossidativa, la quale porta alla conversione in nornicotina. 
Anche se questa via non è particolarmente sviluppata nel metabolismo 
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nicotinico, è stata individuata anche nell’uomo. La formazione di 
nornicotina è catalizzata dal sistema del citocromo P45026. 
Un’altra via metabolica mediata dal citocromo P450 è stata riportata da 
Hecht et al. (2000). La 2’-idrossilazione  della nicotina ha mostrato di 
produrre il 4-(metilammino)-1-(3-piridil)-1-butanone con la 2’-
idrossinicotina  come intermedio. Questo composto è ulteriormente 
metabolizzato a 4-oxo-4-(3-piridil) acido butanoico e 4-idrossi-4-(3-
piridil) acido butanoico. Questo pathway è potenzialmente significativo 
dato che il 4-(metilammino)-1-(3-piridil)-1-butanone può essere 
convertito nella nitrosammina carcinogenica 4-(metilnitrosammino)-1-
(3-piridil)-1-butanone (NNK). Tuttavia la produzione endogena di NNK 
da nicotina non è stata ancora riscontrata nell’uomo e nei ratti27. 
Un aspetto molto importante da tener presente quando si parla di 
metabolismo nicotinico è sicuramente quello rappresentato dal 
processo metabolico al quale va incontro il suo principale metabolita: la 
cotinina (circa il 70%-80% della nicotina è metabolizzata tramite questa 
via). Questa però viene ritrovata nelle urine immutata solo per il 10%-
15% della nicotina assorbita dai fumatori. Ciò significa che anche la 
cotinina è sottoposta a un discreto metabolismo. Nell’organismo 
umano sono stati individuati sei metaboliti primari: 3’-idrossicotinina, 
5’-idrossicotinina (che esiste in equilibrio tautomerico con il derivato a 
catena aperta 4-oxo-4-(3-piridil)-N-metilbutanamide), cotinina N’-
ossido, ione metonio della cotinina, cotinina glucuronide e norcotinina 
(anche chiamata demetilcotinina). Tra i vari metaboliti sopra citati, la 3’-
idrossicotinina è il principale metabolita nicotinico rilevato nelle urine 
dei fumatori. Questa sostanza è anche escreta nella sua forma 
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glucuronizzata19. La 3’-idrossicotinina e il suo coniugato glucuronico 
rappresentano il 40%-60% della dose di nicotina nelle urine19. La 
trasformazione da cotinina a 3’-idrossicotinina è altamente 
stereoselettiva per l’isomero-trans (infatti, dell’isomero-cis, è stata 
rilevata nelle urine una quantità inferiore al 5%)28. 
 
3.4.2 Aspetti quantitativi del metabolismo nicotinico 
Sulla base di studi caratterizzati dall’infusione simultanea di nicotina e 
cotinina marcate, è stato determinato che il 70%-80% della nicotina è 
convertita in cotinina19 (figura 3.3).  Circa il 4%-7% della nicotina è 
eliminata come nicotina N’-ossido e il 3%-5% nella forma 
glucuronizzata21 . La cotinina è escreta come tale nelle urine in piccola 
parte (rappresenta infatti il 10%-15% della nicotina e dei metaboliti che 
si ritrovano nelle urine). La restante parte viene trasformata nei 
metaboliti, principalmente trans-3’-idrossicotinina (33-40%), cotinina 
glucuronide (12-17%) e trans-3’-idrossicotinina glucuronide (7-9%). 
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Figura 3.3 Aspetti quantitativi del metabolismo della nicotina (Hukkanen, J., et al., 
Metabolism and Disposition Kinetics of Nicotine., Pharmacol. Rev.; 57: pp 79-115 2005). 
 
3.4.3 Enzimi epatici responsabili del metabolismo della nicotina e     
cotinina 
Tra gli enzimi appartenenti al sistema del citocromo P450 quello che 
risulta principalmente responsabile dell’ossidazione della nicotina e 
cotinina è il CYP2A6. Campioni di fegato umano hanno mostrato una 
marcata variabilità individuale nei livelli di mRNA codificante per 
l’enzima CYP2A6 e l’attività dell’idrossilazione della cumarina in 
posizione 7 (la cui azione è nota essere mediata dal CYP2A6), coerente 
con la ben documentata e ampia variabilità interindividuale nel grado di 
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metabolismo nicotinico29. Oltre a formare la cotinina e la 3’-
idrossicotinina , il CYP2A6 è attivo nella 2’-idrossilazione della nicotina e 
nella formazione della 5’-idrossicotinina e norcotinina a partire dalla 
cotinina30. 
L’aldeide ossidasi è un altro enzima citosolico importante in quanto è 
deputato alla catalisi della conversione dello ione imminio-∆1’ (5’) 
nicotinico  in cotinina31. 
La Monossigenasi 3 contenente flavina (FMO3) è l’enzima principale 
responsabile della formazione di nicotina N’-ossido. Questa via è 
altamente selettiva per la produzione dell’isomero-trans. 
La N-metilazione della nicotina è catalizzata dall’ ammina N-
metiltransferasi32. L’espressione massima di questo enzima citosolico si 
riscontra a livello della tiroide, della ghiandola surrenale e del 
polmone33. 
Infine, l’Uridina difosfato glucuroniltrasferasi si occupa di catalizzare le 
reazioni metaboliche di fase 2 alle quali vanno incontro la nicotina e la 
cotinina e che portano alla formazione di coniugati N-glucuronici; per la 
3’-idrossicotinina si ottiene prevalentemente un coniugato O-
glucuronico4. 
 
3.4.4 Principali Polimorfismi a carico del CYP2A6 
Sono state trovate numerose varianti del gene codificante per l’enzima 
CYP2A634. Le maggiori riduzioni sostanziali nel metabolismo mediato dal 
CYP2A6 sono associate ad alleli completamente inattivi, compresa 
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l’intera delezione degli alleli del gene in questione (CYP2A6*4A, 
CYP2A6*4B e CYP2A6*4D)35 e con un allele (CYP2A6*2) contenente un 
cambiamento di un singolo nucleotide che porta alla formazione di un 
enzima inattivo36. Un altro polimorfismo a carico di un singolo 
nucleotide è stato identificato come inattivo poiché la proteina 
derivante è instabile (CYP2A6*5)35. Questi alleli codificano per enzimi 
che sono totalmente privi di qualsiasi capacità enzimatica. E’ stato 
verificato che soggetti omozigoti nella delezione degli alleli per il 
CYP2A6 hanno livelli di cotinina plasmatica e un’escrezione urinaria di 
cotinina e 3’-idrossicotinina (dopo aver fumato  o dopo 
somministrazione di nicotina) molto bassi37. 
Sono presenti poi anche alleli che producono enzimi funzionali ma con 
una ridotta capacità metabolica. Ad esempio, il CYP2A6*6 ha solamente 
un ottavo della normale capacità di idrossilare in posizione 7’ la 
cumarina a causa della sostituzione di un singolo amminoacido38. Il 
CYP2A6*7 ha un polimorfismo di un singolo nucleotide che causa 
sostanzialmente un ridotto metabolismo della nicotina mentre riduce 
quello della cumarina solo leggermente, sia in vivo che in vitro39. Anche 
i genotipi CYP2A6*8/CYP2A6*9 hanno mostrato di avere un basso 
rapporto cotinina/nicotina dopo somministrazione di nicotina 
similmente a soggetti con genotipo CYP2A6*4/CYP2A6*9, suggerendo 
che il CYP2A6*8 codifica per un enzima con attività ridotta40. Un 
polimorfismo a carico di un singolo nucleotide localizzato a livello della 
TATA box (TAGA) della regione 5’ del gene CYP2A6 (CYP2A6*9) riduce 
l’attività trascrizionale della RNA polimerasi della metà. Ciò comporta 
un’attività enzimatica del tutto simile a quella dell’enzima non mutato 
poiché non ci sono cambiamenti nella sequenza proteica; quello che 
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varia è la quantità di enzima prodotto, in particolare individui omozigoti 
per il polimorfismo CYP2A6*9 avranno una minore espressione 
dell’enzima CYP2A6 e quindi una minore capacità metabolica rispetto a 
individui omozigoti per gli alleli wild-type40.  
 
3.4.5 Fattori esterni che influenzano il metabolismo della nicotina 
Oltre ai già discussi fattori genetici, alla base della variabilità 
interindividuale nel grado di eliminazione della nicotina e cotinina tra gli 
individui, sono stati analizzati anche fattori esterni. 
Tra i fattori fisiologici si annoverano: la dieta e il cibo, l’età e le 
differenze correlate al sesso. 
Dieta e cibo. L’eliminazione della nicotina dovrebbe dipendere dal flusso 
sanguigno epatico, quindi eventi fisiologici che lo modificano (cibi, 
struttura fisica, esercizio, o farmaci) sono indice di un’alterazione del 
metabolismo nicotinico. Ad esempio, è stato notato che i cibi consumati 
durante l’infusione di nicotina apportavano un drastico calo nelle 
concentrazioni di questa (effetto massimale registrato circa 30-60 
minuti dopo l’ingestione di cibo). Questo è dovuto al fatto che il flusso 
sanguigno epatico aumenta del 30% e l’eliminazione di nicotina 
aumenta del 40% dopo un pasto41. Altre sostanze che invece hanno un 
effetto inibente sul metabolismo nicotinico sono il mentolo42 e il succo 
di pompelmo43. 
Età. La clearance della nicotina diminuisce nell’età senile (età > 65 
anni)44. La minor efficienza del metabolismo nicotinico potrebbe essere 
causata da un ridotto flusso sanguigno epatico, dato che non sono state 
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rilevate diminuzioni correlate all’età nei livelli della proteina CYP2A6 o 
del metabolismo nicotinico nei microsomi epatici45. Anche i neonati 
presentano un ridotto metabolismo nicotinico come evidenziato da 
studi in cui nuovi nati esposti al fumo di tabacco presentavano 
un’emivita della nicotina da tre a quattro volte più lunga rispetto ad 
adulti46. Ciò può essere dovuto al fatto che il flusso sanguigno epatico 
nel neonato, subito dopo il parto, è debole a causa della perdita del 
rifornimento dato dal sangue venoso ombelicale e la pervietà del dotto 
venoso47. Il flusso ematico epatico aumenta fino a raggiungere i livelli 
dell’adulto durante la prima settimana di vita, grazie all’aumento del 
flusso ematico nella vena porta e la chiusura graduale del dotto venoso 
di Aranzio, che si completa nel diciottesimo giorno nei neonati umani. 
Questo potrebbe significare che la clearance della nicotina dovrebbe 
aumentare e la sua emivita diminuire nelle prime due settimane di vita, 
di pari passo con l’aumento del flusso di sangue epatico. Un’ipotesi 
alternativa consiste nel fatto che gli enzimi epatici che principalmente 
metabolizzano la nicotina (CYP2A6, CYP2D6, CYP2E1) sono poco 
presenti nel neonato48. 
Differenze correlate al sesso. Risultati provenienti da uno studio di larga 
scala (N = 290) su gemelli che prevedeva infusioni endovenose di 
nicotina e cotinina, hanno mostrato in maniera chiara che queste sono 
eliminate più velocemente dalle donne rispetto agli uomini, e che l’uso 
di contraccettivi orali accelera ulteriormente le clearances delle due 
sostanze49. Anche la gravidanza ha un marcato effetto induttore sulla 
velocità di eliminazione della nicotina e, soprattutto, della cotinina. Le 
clearances della nicotina e cotinina sono aumentate durante la 
gravidanza, rispettivamente, del 60% e 140% rispetto al postpartum50. I 
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risultati sopra citati mostrano che il sesso ha effetti sostanziali sul 
metabolismo della nicotina e cotinina. Un più alto metabolismo di 
queste sostanze è stato rilevato nelle donne rispetto agli uomini, nelle 
donne che usano contraccettivi orali rispetto a quelle che non ne fanno 
uso, e nelle donne in gravidanza paragonate a se stesse nella fase del 
postpartum. Queste differenze nella clearance sembrano essere 
correlate alla quantità di ormoni sessuali presenti; le donne hanno una 
maggiore concentrazione di estrogeni e progesterone rispetto agli 
uomini; quelle che utilizzano contraccettivi orali hanno concentrazioni 
più elevate di questi ormoni rispetto a donne che non ne fanno uso, e la 
gravidanza risulta essere lo stato in cui vi è maggiore concentrazione di 
questi ormoni sessuali. I risultati indicano che l’attività del CYP2A6 è 
influenzata dagli ormoni sessuali; tuttavia mancano ancora dati 
sperimentali in vitro a supporto di questa teoria. L’utilizzo di 
contraccettivi orali porta a un aumento della clearance di nicotina e 
cotinina del 30% e 33%, rispettivamente. Altre sostanze in grado di 
incrementare l’attività del CYP2A6 (come mostrato attraverso 
esperimenti su epatociti primari umani) sono la rifampicina, il 
desametasone e il fenobarbital, sebbene ci sia una vasta variabilità 
interindividuale nella risposta51. Vi sono anche diversi composti inibitori 
del metabolismo nicotinico mediato dal CYP2A6 in vitro, tra cui 
metossalene, tranilcipromina, triptamina e cumarina52. 
Oltre ai fattori fisiologici analizzati, la capacità di metabolizzare la 
nicotina e la cotinina varia anche a seconda delle differenze etniche. Da 
studi di comparazione del metabolismo di nicotina e cotinina tra neri e 
bianchi di peso ed età simili (N = 108)53, è emerso che l’eliminazione 
totale e non renale della cotinina è più bassa nei neri rispetto ai bianchi 
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e anche il metabolismo nicotinico tende ad essere minore nelle persone 
di colore. Uno studio più recente ha confrontato il metabolismo della 
nicotina e cotinina tra Cino-Americani, Ispanici e Bianchi (N = 131)54. Da 
ciò è emerso che i Cino-Americani hanno la più bassa clearance totale e 
non renale di nicotina e cotinina. Anche l’apporto di nicotina per 
sigaretta è più basso nei Cino-Americani rispetto agli Ispanici e Bianchi. 
Studi successivi hanno rivelato che i Cinesi sono caratterizzati da 
frequenze alleliche marcatamente più alte che portano all’inattivazione 
o ridotta attività dell’enzima CYP2A6 rispetto alle popolazioni 
caucasiche55. 
Vi possono essere poi condizioni fisiopatologiche che incidono 
sull’attività metabolica del CYP2A6. 
Condizioni fisiopatologiche. È stato evidenziato che alcune condizioni 
patologiche possono alterare il metabolismo mediato dal CYP2A6. In 
particolare si è riscontrata una riduzione dell’attività enzimatica in 
pazienti con epatopatie da alcol ed epatiti virali. Studi di ibridazione in 
situ (tecnica utilizzata per identificare specifiche sequenze di DNA nei 
cromosomi utilizzando sonde che si legano a regioni specifiche del DNA) 
e immunoistochimica invece hanno rilevato un’ aumentata espressione 
dell’enzima CYP2A6 in aree del fegato estremamente vicine a quelle 
fibrotiche e infiammate56. Un incremento nell’espressione del CYP2A6 è 
stato evidenziato anche in aree limitrofe al carcinoma epatocellulare57. 
Un’altra patologia che altera l’attività metabolica del CYP2A6 è 
l’insufficienza renale. Questa,  non solo diminuisce la clearance renale di 
nicotina e cotinina ma altera anche la clearance metabolica della 
nicotina58. Il metabolismo nicotinico in pazienti con insufficienza renale 
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è ridotto infatti del 50% rispetto a soggetti sani. Si pensa che ciò sia 
causato dall’accumulo di tossine uremiche, le quali inibiscono l’attività 
del CYP2A6  o provocano una down-regulation nell’espressione 
dell’enzima a livello epatico59. 
 
3.5 Escrezione 
La nicotina viene escreta tramite filtrazione glomerulare e secrezione 
tubulare, con un riassorbimento variabile dipendente dal pH urinario. 
Nelle urine acide, la nicotina è per la maggior parte in forma ionica e il 
riassorbimento tubulare è minimizzato; la clearance renale può arrivare 
fino a 600 ml/min (pH urinario di 4,4), a seconda del flusso urinario60. In 
urine con pH alcalino, una frazione più larga di nicotina è non ionizzata, 
consentendo un maggior riassorbimento tubulare con una clearance 
renale bassa fino a 17 ml/min (pH urinario di 7,0). 
La clearance renale della cotinina è molto più bassa del suo grado di 
filtrazione glomerulare. La cotinina non risulta legata a proteine in 
maniera apprezzabile, ad indicare una elevata quantità di farmaco 
filtrato; la ridotta clearance è quindi indice di un riassorbimento 
tubulare estensivo. L’escrezione di cotinina è meno influenzata dal pH 
urinario rispetto alla nicotina perché essa è meno basica e, quindi, 
all’interno dell’intervallo di pH fisiologico è primariamente nella sua 
forma non ionizzata. Come nel caso della nicotina, anche il grado di 
escrezione della cotinina è influenzato dal flusso urinario. L’eliminazione 
renale di cotinina è una via minore di escrezione, raggiungendo 
solamente il 12% della clearance totale61.   
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CAPITOLO 4 
STRATEGIE PER IL CONTROLLO DELLA DIPENDENZA DA 
NICOTINA: TRATTAMENTI FARMACOLOGICI A DISPOSIZIONE 
La nicotina rappresenta, tra le sostanze d’abuso, quella che con maggior 
frequenza induce dipendenza e ricadute durante l’astinenza prolungata. 
Solo il 3-5% dei fumatori resiste, lontano dal fumo, entro i primi sei mesi 
dalla cessazione. La constatazione che, nel nostro paese, fumano circa 
13 milioni di persone dovrebbe bastare a far comprendere come tutti gli 
operatori sanitari debbano essere coinvolti nei programmi di 
disassuefazione. Il mercato potenziale riguardante i farmaci che aiutano 
a smettere di fumare è ampio quasi quanto quello delle stesse sigarette. 
Le terapie attualmente approvate per il tabagismo, inclusa la vareniclina 
( ad oggi considerata il farmaco più efficace), aumentano le possibilità di 
rimanere astinenti di circa due-tre volte rispetto al placebo, anche se 
risultano inefficaci in quasi i due terzi dei pazienti che cercano di 
smettere di fumare attraverso un supporto farmacologico1. 
 
4.1 Farmaci approvati e in commercio 
I principali trattamenti terapeutici per la disassuefazione tabagica 
autorizzati dalle autorità competenti e attualmente in commercio sono 
tre:  
1. Terapia sostitutiva con nicotina (NRT, Nicotine Replacement 
Therapy) 
2. Bupropione 
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3. Vareniclina    
 
4.1.1 Terapia sostitutiva con nicotina 
La terapia sostitutiva con nicotina si basa sulla somministrazione di 
questa    sostanza attraverso diverse formulazioni quali gomme, cerotti, 
spray nasali, inalatori  a forma di bocchino e minitabs2. Le diverse vie di 
somministrazione permettono di modulare la farmacocinetica della 
nicotina (formulazione a breve o a lunga durata d’azione) e per avere 
dei risultati, la terapia deve essere protratta per un lungo periodo di 
tempo, dato che i sintomi di astinenza perdurano per diversi mesi. 
Questo tipo di terapia viene di solito lasciata alla gestione individuale o 
all’automedicazione del paziente e, pertanto, è caratterizzata da un’alta 
percentuale di insuccessi dovuti principalmente alla bassa compliance 
del fumatore. Gli NRT possono essere associati a Bupropione e 
Vareniclina, gli altri due trattamenti approvati nel trattamento della 
disassuefazione tabagica. 
I principali vantaggi rappresentati dalla terapia nicotinica sono3: 
 Soddisfazione del craving 
 Assenza degli effetti nocivi determinati dai prodotti della 
combustione del tabacco 
 Facile gestibilità clinica 
 Basso potenziale d’abuso 
 Pochi effetti  collaterali  
Anche se limitati, gli effetti collaterali associati alle varie tipologie di 
NRT possono essere presenti e consistere in: singhiozzo, disturbi 
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gastrointestinali, problemi del cavo orale (gomme); bruciore alla bocca, 
mal di gola, tosse, bocca secca e afte (compresse sublinguali). I cerotti 
possono provocare irritazione nel sito di applicazione.  
Oltre agli effetti collaterali che possono derivare dalle formulazioni, 
vanno tenuti in considerazione anche quelli associati alla nicotina in 
quanto tale. Importanti sono gli effetti sulla frequenza cardiaca, 
sull’eccitabilità miocardica, sul ritmo e sulla pressione arteriosa 
sistemica. La nicotina, per le sue proprietà vasocostrittrici, può 
determinare un peggioramento nel quadro clinico dei pazienti 
cardiopatici4. Da sottolineare come il ruolo determinante nella 
patogenesi del danno vascolare in questi soggetti sia attribuibile al 
monossido di carbonio, assente nei prodotti a base di NRT5. Sul SNC la 
nicotina provoca uno stimolo dose-dipendente e può causare disturbi 
gastrointestinali quali nausea, vomito e dolori gastrici. Assolutamente 
controindicata in gravidanza per possibili interferenze sullo sviluppo del 
SNC del feto6. 
Descriviamo adesso le tipologie di NRT in commercio7: 
Gomma da masticare 
È stato il primo prodotto della categoria NRT ad essere messo in 
commercio. La nicotina contenuta nella gomma viene assorbita dalle 
mucose della bocca, arriva nel flusso ematico e in pochi secondi 
raggiunge l’encefalo, dove esercita i suoi effetti. La dose consigliata è di 
10/15 gomme al giorno, sufficiente a tenere lontani i sintomi di 
astinenza e il craving. Dopo tre mesi, una volta che la dipendenza 
psicologica dal fumo è terminata, si deve iniziare a diminuire la dose di 
gomme assunta in modo da eliminare anche la dipendenza fisica da 
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nicotina. Il prodotto si trova in commercio in dosaggi da 2 mg e 4 mg, a 
seconda del tipo di fumatore. I principali effetti collaterali associati alle 
gomme sono irritazione, nausea o dolore ai muscoli deputati alla 
masticazione. 
 
Immagine 4.1 (http://www.novartis.com.tr/dosyalar/image/otc/nicotinell fruit.jpg) 
Spray nasali 
Gli spray nasali alla nicotina non sono commercializzati in Italia. Una 
erogazione rilascia 0,5 mg di nicotina ed è possibile compiere al 
massimo 40 inalazioni al giorno. Il vantaggio rispetto alle altre forme 
NRT consiste nel fatto che lo spray nasale permette di raggiungere un 
livello di nicotina nel flusso sanguigno più veloce, incrementando 
l’efficacia. 
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Cerotti transdermici 
Sono formati da uno strato esterno impermeabile, da uno intermedio 
contenente nicotina e da uno strato adesivo a contatto con 
l’epidermide. Attraverso questo tipo di assorbimento, la nicotina viene 
metabolizzata in maniera più lenta, mantenendo concentrazioni stabili 
nell’organismo e dando, al massimo, piccoli fastidi come  irritazioni 
cutanee. I vantaggi di questa formulazione sono: facilità d’impiego, 
discrezione dell’utilizzo e il numero limitato di cerotti utilizzati (1/die). 
In commercio sono presenti cerotti con dosaggi diversi, alcuni da 
applicare durante la giornata e altri sia nella fase diurna che notturna. 
Queste formulazioni sono rivolte principalmente al fumatore moderato 
(consumo inferiore al pacchetto di sigarette al giorno). Il trattamento 
deve avere una durata di almeno tre mesi. La terapia con i cerotti si 
inizia assumendo una quantità di nicotina in milligrammi pari alla metà 
del numero di sigarette consumate giornalmente, diminuendo 
progressivamente il dosaggio. Ogni cerotto va posto sul braccio, sul 
fianco o sulla schiena utilizzando sempre una zona differente della cute. 
 
Immagine 4.2  (http://www.niquitin.it/img/niquitin cerotti.png) 
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Bocchino inalatore (Inhaler) 
Il bocchino è il sistema più similare alla sigaretta e proprio per questo 
aiuta a superare anche la dipendenza psicologica del fumo di tabacco. 
All’interno del bocchino è presente una cartuccia contenente nicotina 
che, dopo l’inspirazione, viene assorbita dalla mucosa della bocca senza 
arrivare ai polmoni. Una cartuccia eroga una quantità di nicotina 
corrispondente a una o due sigarette, può essere usata per un’ora al 
massimo, poi deve avvenire la sostituzione. In genere sono consumate 
da sei a dodici cartucce al giorno. Sono in commercio anche prodotti 
per l’aerosol e capsule utilizzate per apportare la nicotina sostituendola 
a quella delle sigarette. 
 
 
Immagine 4.3 (http://www.svaporosa.it/shop/img/cms/jpg 
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Tabella 4.1 Sostituti della nicotina ( B. Tinghino, “Liberi dal fumo: il trattamento del 
tabagismo”. 2003) 
Farmaco Effetti 
collaterali 
Dosaggio Regime di 
dispensazione 
Gomma alla 
nicotina 
Bruciore al 
cavo orale, 
irritazione, 
dispepsia, 
esofagite 
1 gomma da 2 mg o 4 mg da 
masticare per 30 minuti quando si 
sente il bisogno di fumare (dose 
max 15 gomme da 4 mg/die). 
Masticare lentamente per evitare 
un assorbimento troppo veloce 
della nicotina. 
Prodotto da banco 
Cerotto alla 
nicotina 
Irritazione 
cutanea 
locale 
I cerotti vanno applicati su cute 
glabra, a livello di anca, torace o 
spalla. Applicare il cerotto 
successivo su un’area differente. 
Confezioni da 5, 10 e 15 mg da 
usare preferibilmente per 16 ore e 
confezioni da 7, 14 e 21 mg da 
usare preferibilmente per 24 ore, 
per 2 mesi, fino a un massimo di 6 
mesi. 
E’ consigliabile dopo 4 settimane 
di alto dosaggio, usare cerotti con 
dosaggi decrescenti. 
Prodotto da banco 
Spray nasale Irritazione a 
livello della 
mucosa 
nasale 
8-40 puff/die per 2 mesi, fino a un 
massimo di sei mesi. 
Prodotto da banco 
(non in vendita in 
Italia). 
Compresse 
sublinguali 
Irritazione 
del cavo 
orale e 
dell’esofago 
Da lasciare sciogliere sotto la 
lingua, non masticare né 
inghiottire. 
Agiscono in circa 30 minuti. 
Inizialmente è consigliabile 1 
compressa ogni 1 o 2 ore. 
Prodotto da banco 
Pastiglie da 
sciogliere in 
bocca 
Irritazione 
del cavo 
orale e 
dell’esofago 
Da succhiare quando si sente 
l’impulso di fumare. 
Si inizia con una pastiglia ogni 1-2 
ore. La posologia abituale è di 8-
12 pastiglie/die. La dose massima 
è di 15 pastiglie/die. 
Prodotto da banco 
Inhaler 
(bocchino 
inalatorio) 
Irritazione 
del cavo 
orale, della 
faringe e 
delle vie 
nasali 
5-15 cartucce al dì per 2 mesi fino 
ad un massimo di sei mesi 
Prodotto da banco 
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4.1.2 Bupropione 
Il Bupropione nasce come farmaco antidepressivo anche se da ormai 
molti anni è utilizzato come coadiuvante nei programmi di 
disassuefazione tabagica. La sua azione si concentra maggiormente su 
specifici centri nervosi (nucleus accumbens). In questa zona 
dell’encefalo infatti, sembra che abbia luogo l’effetto farmacologico 
principale della nicotina, la quale stimola specifici recettori colinergici. Il 
bupropione inibisce selettivamente il re-uptake neuronale di 
catecolamine quali noradrenalina e dopamina e, in minor misura, anche 
della serotonina. Aumentano così i livelli cerebrali di dopamina e 
noradrenalina, simulando gli effetti nicotinici su questi 
neurotrasmettitori8. E’ somministrato per via orale e si distribuisce 
ampiamente nell’organismo. Supera la barriera emato-encefalica e la 
placenta e arriva alle concentrazioni terapeutiche efficaci ( steady-state) 
dopo 5-8 giorni di terapia. Il metabolismo avviene a livello epatico e 
l’escrezione quasi interamente nelle urine e, in parte, anche nel latte 
materno. La terapia con bupropione deve essere continuata alle dosi 
indicate (300 mg/die) per almeno due mesi o più (necessario per 
neutralizzare i sintomi di astinenza da nicotina). Gli effetti collaterali più 
comuni sono insonnia, disturbi gastroenterici, raramente rush cutanei. 
Altri effetti indesiderati che possono verificarsi sono la secchezza delle 
fauci, la nausea e, tra gli effetti avversi più gravi, sono state segnalate 
convulsioni. Il farmaco non deve essere assunto in gravidanza, deve 
essere prescritto da un medico, il quale deve sottoporre il fumatore a 
un’accurata anamnesi, con l’obiettivo di conoscere eventuali precedenti 
di convulsioni, epilessia, traumi cranici, vasculopatie o neoplasie 
cerebrali. 
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Tabella 4.2 Bupropione ( B. Tinghino, “Liberi dal fumo: il trattamento del tabagismo”. 2003) 
Farmaco Dosaggio Effetti 
collaterali 
Controindicazion
i 
Regime di 
dispensazio
ne 
Bupropio
ne 
cloridrato 
Induzione 
150 mg/die 
per 6 giorni 
Mantenime
nto 
150 mg la 
mattina e 
150 mg 
dopo 8 ore 
per 7 
settimane 
Insonnia, 
disturbi 
gastrici, 
irritazione 
del cavo 
orale e 
secchezza 
delle fauci 
Convulsioni, 
epilessia 
Prescrizione 
medica 
 
 
4.1.3 Vareniclina 
 
Figura 4.1 Struttura chimica della vareniclina 
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/ea/Varenicline struct.png) 
 
La vareniclina è una molecola studiata e creata dalla Pfizer Inc. (Groton 
– Connecticut, USA). Negli Stati Uniti il medicinale è stato approvato 
dalla Food and Drug Administration ( FDA) in data 11 Maggio 2006 
mentre in Europa, l’EMEA (European Agency for the Evaluation of 
Medicinal Products) ha rilasciato l’autorizzazione all’immissione in 
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commercio in data 26 Settembre 2006 con il nome commerciale di 
Chantix (USA) – Champix (UE). Il farmaco è stato introdotto e sviluppato 
per la disassuefazione dal fumo di tabacco e la sua sintesi si colloca 
all’interno di un progetto di ricerca mirato alla conoscenza delle 
caratteristiche del composto naturale (-) citisina, alcaloide contenuto in 
alcune piante della famiglia delle leguminosae, il quale ha mostrato 
attività di agonista parziale a livello dei recettori nicotinici ma un uso 
clinico rischioso, a causa della tossicità intrinseca del composto9. Il 
farmaco è in forma di sale di tartrato e il suo stato fisico è quello di un 
solido bianco-giallo, molto solubile in acqua. Somministrato per via 
orale, la dose indicata è di 1 mg due volte al giorno. La posologia 
prevede nei primi tre giorni somministrazioni di 0,5 mg/die, nei giorni 
dal 4° al 7° due somministrazioni da 0,5 mg/die e dall’ 8° giorno dosi di 1 
mg due volte al giorno. Il trattamento deve iniziare 1-2 settimane prima 
della astensione completa dal fumo di sigaretta e avere una durata di 
almeno 12 settimane.  
La vareniclina mostra una cinetica lineare e si arriva alla concentrazione 
plasmatica massima (Cmax) entro 3-4 ore dalla somministrazione orale. 
Dopo essere stata assorbita, si distribuisce nei tessuti incluso l’encefalo; 
presenta un basso legame con le proteine plasmatiche (< o = 20%) e il 
92% della dose assorbita viene eliminata come tale nelle urine e meno 
del 10% eliminata sotto forma di metaboliti minori. L’emivita media è di 
24 ore. 
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Figura 4.2 Meccanismo d’azione vareniclina 
Per quanto riguarda il meccanismo d’azione, la vareniclina è un 
“agonista parziale” del recettore nicotinico colinergico α4β2. Si 
definisce “agonista parziale” la sostanza che, in funzione della 
concentrazione di neurostrasmettitore endogeno, è in grado di 
comportarsi sia come agonista (mimando l’azione del 
neurotrasmettitore naturale) sia come antagonista (opponendosi 
all’azione del neurotrasmettitore naturale). Quindi la vareniclina esplica 
un duplice meccanismo d’azione9: 
a) Effetto Agonista (parziale), con stimolazione dei recettori 
nicotinici in maniera molto inferiore alla nicotina (figura 4.3). 
Figura 4.3 Comportamento agonista della vareniclina (Keating GM, et al. CNS Drugs. 2006; 
Rollema H., et al., Neuropharmacology. 2006). 
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b) Effetto Antagonista (figura 4.4) con blocco della capacità della 
nicotina di attivare i recettori α4β2 e quindi di stimolare il sistema 
dopaminergico mesolimbico (soprattutto a livello del nucleo 
accumbens). 
Figura 4.4 Comportamento antagonista della vareniclina (Keating GM, et al. CNS Drugs. 
2006; Rollema H., et al., Neuropharmacology. 2006). 
 
Quando la nicotina, in maniera fisiologica, si lega ai recettori colinergici 
α4β2 a livello dell’area ventrale tegmentale dell’encefalo, si ha la 
liberazione di dopamina a valle con conseguente verificarsi dei 
fenomeni neuropsicologici di tipo edonistico e di benessere che 
sostengono e alimentano la dipendenza. La vareniclina, sulla base di 
molti esperimenti, rilascia un quantitativo di dopamina ridotto rispetto 
alla nicotina, permettendo in questo modo il controllo dei sintomi di 
astinenza e del craving ( desiderio impellente di fumare). L’effetto 
antagonista esercitato nei confronti della nicotina potrebbe invece 
avere un ruolo nel ridurre il piacere associato al fumare, prevenendo e 
minimizzando così le possibili ricadute.  
L’uso terapeutico di questa sostanza è autorizzato per i soli adulti (età 
minima di 18 anni). Il farmaco ha mostrato una buona tollerabilità; 
l’effetto collaterale più frequente è la nausea, anche se di lieve entità e 
con tendenza alla diminuzione con il progredire del trattamento. Solo il 
2,6% dei pazienti trattati ha sospeso il farmaco per nausea. Si è notato 
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poi come l’associazione tra vareniclina e nicotina apporti un aumento di 
nausea, cefalea, vomito, dispepsia, vertigine ed astenia. Tra gli eventi 
avversi maggiori, studi clinici hanno mostrato singoli casi di fibrillazione 
atriale, dolore toracico, vertigini ed aumento della pressione arteriosa. I 
dati clinici, fino ad oggi, hanno dato risultati incoraggianti sull’efficacia 
di vareniclina. Questa infatti ha dimostrato di essere più efficace del 
placebo, degli NRT a sei mesi e del Bupropione. Un altro vantaggio di 
questa sostanza risiede nel fatto che riduce il craving e la sindrome di 
astinenza poiché il suo utilizzo permette, contemporaneamente, di 
stimolare debolmente il recettore nicotinico quando la nicotina non è 
più disponibile, ma anche di antagonizzarla nel caso in cui venga 
riassunta durante la ricaduta. 
 
4.1.4 Trattamenti farmacologici di seconda linea 
I trattamenti farmacologici analizzati fino a questo punto sono definiti 
di “prima linea” (o prima scelta) per la disassuefazione tabagica. 
Accanto a questi vi sono però altri possibili farmaci definiti di “seconda 
linea”, i quali hanno come target la modulazione di quei sistemi di 
neurotrasmettitori (glutammato, noradrenalina, serotonina, oppioidi ed 
endocannabinoidi) che influenzano l’attività della dopamina, sostanza 
principalmente coinvolta nella dipendenza da nicotina10. 
Il primo farmaco appartenente a questa categoria è la Clonidina, un α2- 
agonista noradrenergico che diminuisce il rilascio di dopamina. 
Utilizzato maggiormente come farmaco antiipertensivo, migliora i 
sintomi da astinenza ma tra gli effetti collaterali vi sono ipotensione 
ortostatica e depressione, che ne limitano l’utilizzo. 
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La Nortriptilina è invece un inibitore del reuptake della noradrenalina e 
della serotonina. Si ipotizza che agisca riducendo i sintomi di astinenza e 
determinando un effetto ansiolitico. Tuttavia, a causa dei suoi elevati 
effetti collaterali, deve essere somministrata con attenzione nei 
soggetti con patologie cardiache, epatiche, epilessia e psicosi. 
Un altro farmaco è il Rimonabant, antagonista selettivo del recettose 
CB1 dei cannabinoidi. Esso blocca il rilascio di dopamina a livello del 
nucleo accumbens e quindi è risultato molto efficace nei modelli 
animali di addiction, in particolare proprio per la nicotina11 ma anche 
nei riguardi del cibo (infatti il farmaco,inibendo i recettori cannabinoidi 
endogeni,apporta una riduzione del senso della fame)12. Tuttavia il 
Rimonabant si è rivelato fallimentare nell’uomo, dato che i trials clinici 
hanno rivelato un’incidenza abbastanza elevata di disturbi 
neuropsichiatrici gravi, tra cui depressione e suicidio13. Questi aspetti 
negativi sono stati evidenziati tramite studi di risonanza magnetica 
funzionale nell’uomo, dimostrando che questa sostanza riduce la 
risposta a stimoli piacevoli dello striato ventrale e della corteccia 
orbitofrontale, aree primariamente coinvolte nei circuiti neurali della 
gratificazione14. Allo stesso tempo, invece, viene incrementata la 
risposta a stimoli sgradevoli nella corteccia orbitofrontale laterale14. 
Quindi l’antagonismo applicato sui recettori CB1 induce condizioni di 
anedonia e disagio che possono condurre al suicidio i soggetti più 
vulnerabili14. 
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4.2 Differenze di efficacia terapeutica tra le terapie 
farmacologiche di prima linea    
È stato evidenziato, sulla base di uno studio di meta-analisi coordinato 
da Kate Cahill dell’Università di Oxford, che i tre principali trattamenti 
per la disassuefazione tabagica (NRT, bupropione e vareniclina) 
indicano, rispetto al placebo, una aumentata probabilità di smettere di 
fumare. Per realizzare questo studio gli autori si sono serviti di 12 
Cochrane reviews riguardanti 26 trattamenti differenti e hanno 
utilizzato la tecnica della meta-analisi per attuare confronti di efficacia 
diretti e indiretti tra questi trattamenti15. 
L’Odds Ratio (OR: E’ uno degli indici utilizzati per definire un rapporto di 
causa-effetto tra due fattori ed è quindi utilizzato anche per stimare 
l’effetto di un trattamento farmacologico. Se il valore di OR > 1 significa 
che si stima che il trattamento abbia maggiori probabilità di successo; 
se OR < 1 significa che le probabilità sono minori; se OR è uguale a 1 
allora l’effetto del trattamento è equivalente a quello del placebo) per 
gli NRT è di 1.84, per il bupropione 1.82 e per la vareniclina 2.88 (dati 
calcolati con un intervallo di confidenza del 95%). Confronti diretti tra il 
bupropione e gli NRT non hanno mostrato differenze nell’efficacia (OR: 
0,99). 
Combinazioni di diverse forme di NRT ( ad esempio cerotto e inhaler 
oppure cerotto e pasticca) si sono rivelate superiori nel migliorare i tassi 
di astinenza rispetto alle singole formulazioni. Il confronto tra le diverse 
forme di NRT non ha mostrato differenze significative, se non per le 
gomme da masticare, rivelatesi poco meno efficaci rispetto agli altri 
NRT. 
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La vareniclina ha dimostrato di ottenere maggiori tassi di cessazione 
tabagica rispetto alle singole formulazioni di NRT (OR: 1,57) e al 
bupropione (OR: 1,59).  
Dal confronto tra vareniclina e combinazioni di NRT invece è risultata 
una sostanziale parità nei tassi di disassuefazione dal fumo (OR: 1,06). 
I tassi di astensione completa dal fumo sono del 10,6% considerando 
168 gruppi per il placebo; del 17,6% in 143 gruppi per gli NRT; 19,1% in 
42 gruppi per il bupropione e, infine, del 27,6% in 15 gruppi per la 
vareniclina. 
Per quanto riguarda gli effetti collaterali associati alle tre linee 
terapeutiche, possiamo affermare che nessuna di queste ha evidenziato 
un aumento del rischio di eventi avversi importanti. 
Per gli NRT non sono presenti dati sufficienti per una valutazione dei 
rischi associati a eventi avversi gravi. 
Da una meta-analisi fatta sugli effetti collaterali gravi correlati al 
bupropione non si è evidenziato alcun aumento di disturbi 
neuropsichiatrici o eventi cardiovascolari. Studi di meta-analisi condotti 
con vareniclina non hanno riscontrato differenze tra gruppi trattati con 
vareniclina e placebo nell’insorgenza di eventi avversi seri. 
I sei casi di eventi neuropsichiatrici verificatisi in un gruppo di pazienti 
sottoposti a trattamento con vareniclina comprendono 3 episodi di 
ideazione suicidaria (uno di questi considerato essere correlato al 
trattamento con vareniclina), 1 episodio di psicosi acuta, 1 attacco di 
panico e una overdose. Nessuno degli studi analizzati riporta suicidi 
tentati o effettuati. 
Anche se l’utilizzo di questi farmaci appare sicuro, la Food and Drug 
Administration (FDA) ha emesso un avvertimento riguardante i 
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potenziali rischi di eventi neuropsichiatrici associati a vareniclina e 
bupropione. L’FDA inoltre avvisa anche sul potenziale rischio di eventi 
cardiovascolari durante la terapia con vareniclina. 
 
4.3 Uno sguardo verso nuovi approcci terapeutici per la 
disassuefazione tabagica 
La difficoltà principale nel trovare farmaci o terapie efficaci per la 
disassuefazione tabagica sembra risiedere nel fatto che l’utilizzo cronico 
di sostanze d’abuso, come la nicotina, possa portare a fenomeni di 
neuroplasticità (capacità del sistema nervoso di modificare le relazioni 
interneuronali, le sinapsi, formandone di nuove o eliminandone 
alcune)16 , i quali si ipotizza che siano alla base della dipendenza 
neurobiologica e delle ricadute. Poter ripristinare un’attività sinaptica 
“normale”, una volta che questa è stata alterata dall’azione della 
nicotina, sembra essere la terapia ideale per sconfiggere la dipendenza. 
Studi promettenti in questo senso si stanno sviluppando sul sistema 
cannabinoide endogeno. Quest’ultimo infatti è il principale responsabile 
delle forme di plasticità sinaptica a breve e lungo termine indotte dalle 
sostanze d’abuso nel sistema limbico17.  In particolare, le ricerche si 
orientano su inibitori dell’idrolisi degli endocannabinoidi o su molecole 
analoghe all’anandamide (endocannabinoide), che non hanno attività 
cannabinoide ma agiscono sul recettore PPARα (peroxisome 
proliferator-activated receptors type α). Quest’ultimo appartiene a una 
famiglia di recettori nucleari con funzione di modulatori trascrizionali ed 
è coinvolto in una serie di risposte periferiche come lipolisi, 
infiammazione ed omeostasi. È stato evidenziato che agonisti endogeni 
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del recettore PPARα, lipidi analoghi all’anandamide, riducono gli effetti 
biochimici, elettrofisiologici e comportamentali della nicotina18. Il 
meccanismo d’azione consisterebbe nella riduzione della funzionalità 
dei recettori nicotinici α4β2, in seguito alla fosforilazione indotta dai 
PPARα ( si ipotizza un’interazione costitutiva tra questi e le tirosin-
chinasi che regolano la funzione dei recettori nicotinici nelle cellule 
dell’area ventrale-tegmentale)18. Questo effetto dovrebbe riportare 
l’attività recettoriale colinergica a livelli normali (l’uso cronico di 
nicotina infatti la altera inducendo fenomeni come l’up-regulation 
recettoriale)19. Sulla base di queste evidenze, anche farmaci agonisti  
PPARα  come i fibrati (utilizzati nella cura delle iperlipidemie) sono 
risultati efficaci in modelli animali di dipendenza da nicotina20. 
Oltre agli studi sul sistema endocannabinoide, sono presenti altre linee 
di sperimentazione avanzata per la terapia di disassuefazione tabagica. 
Tra queste ricordiamo i vaccini anti-nicotina, gli antagonisti dei recettori 
dopaminergici D3, gli antagonisti degli oppioidi e gli inibitori delle 
monoamminoossidasi. 
Vaccini anti-nicotina. I vaccini contro la nicotina producono una risposta 
immunitaria anticorpale nei confronti di questa. La nicotina non è in 
grado di indurre risposte anticorpali di per sé ma funge da aptene 
quando viene legata da carriers proteici voluminosi di origine batterica 
(es.: Esoproteina A di Pseudomonas Aeruginosa) o virale. Ne deriva la 
produzione di anticorpi anti-nicotina ad alta affinità, i quali dovrebbero 
legare la sostanza in periferia formando molecole piuttosto grandi e 
pesanti (complessi antigene-anticorpo), non in grado di superare la 
barriera ematoencefalica, riducendo quindi anche gli effetti psicotropi 
alla base dello sviluppo della dipendenza. Tuttavia i risultati relativi al 
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primo vaccino testato, il NicVAX (NABI Biopharmaceuticals), hanno dato 
risposte molto inferiori rispetto alle attese (efficacia nel favorire 
l’astensione dal fumo pari al placebo)21. 
Possibili cause della bassa efficacia dei vaccini potrebbero essere 
dovute ad una ridotta risposta anticorpale, non adeguata a legare una 
quota significativa di molecole di nicotina22. Per risolvere il problema le 
ricerche si stanno muovendo verso preparazioni immunogeniche 
contenenti adiuvanti in grado di potenziare la risposta anticorpale23. Per 
alcuni ricercatori sembra però che il maggior limite dei vaccini sia dato 
dal fatto che questi non sostituiscono la molecola che crea la 
dipendenza e non riducono efficacemente il craving. In questo 
contesto, la compliance del paziente gioca un ruolo fondamentale 
poiché se il paziente non è sufficientemente motivato o non riesce a 
superare il craving, arriva ad utilizzare dosi maggiori della sostanza 
d’abuso oppure, in estremo, a interrompere direttamente la terapia 
immunogenica. 
Tabella 4.3 Risposta immunitaria (Centro Antifumo (interdipartimentale) AOU Policlinico di 
Modena Struttura Complessa di Farmacologia e Tossicologia Clinica (Direttore: Prof. A. Tomasi). 
LIMITI VANTAGGI 
Ampia risposta individuale Previene le ricadute (relapse) 
Tempo di latenza lungo (il trattamento deve 
essere impostato mesi prima della 
sospensione del fumo di sigaretta) 
Riduce i sintomi astinenziali più invalidanti 
Richiede più somministrazioni (2-6 somm. 
Ogni 2-4 settimane) 
Effetti sistemici (reazione allergica) 
Studi sull’animale evidenziano una 
diminuzione della distribuzione fetale di 
nicotina a livello cerebrale (> 63%) dopo 
una singola dose assunta dalla madre; 
riduce i livelli sierici di nicotina libera nel 
sangue fetale (non la distribuzione in toto). 
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Antagonisti oppioidi. Anche il sistema oppioide endogeno, come il 
cannabinoide, è implicato nei meccanismi neurobiologici delle 
dipendenze e coordina il rilascio di dopamina indotto dalla nicotina 
nelle aree cerebrali della gratificazione24. Il naltrexone, antagonista del 
recettore oppioide µ, se associato con cerotti alla nicotina ha 
dimostrato un’utilità anche nel trattamento della dipendenza da 
tabacco25. I meccanismi d’azione delle due sostanze sono 
complementari: il naltrexone riduce la gratificazione e il rinforzo 
positivo dato dalle sigarette, la nicotina invece limita i sintomi di 
astinenza. Da studi successivi è emerso che il naltrexone (sia in 
monoterapia che associato agli NRT) non dimostra un’efficacia 
superiore al placebo26. Questa sostanza invece ha un effetto positivo nel 
ridurre l’aumento di peso associato all’astinenza27. 
Antagonisti del recettore dopaminergico D3. I recettori D3 del sistema 
dopaminergico si distribuiscono principalmente nelle zone di proiezione 
del sistema dopaminergico mesocorticolimbico (corpo striato ventrale, 
corteccia prefrontale e amigdala), coinvolto nei meccanismi centrali 
gratificatori e nel controllo degli aspetti cognitivi e emotivi legati all’ 
addiction28. Gli antagonisti D3 agiscono regolando la motivazione 
nell’autosomministrazione di sostanze d’abuso e riducono il craving 
associato a stimoli, quindi potrebbero rappresentare un nuovo 
approccio nella terapia della dipendenza tabagica. L’azienda 
farmaceutica GlaxoSmithKline ha creato un antagonista selettivo D3, il 
GSK598809, attualmente alla fase 2 della sperimentazione clinica. 
Inibitori della monoammino-ossidasi-B . Inibitori reversibili dell’enzima 
deputato al catabolismo della dopamina MAO-B (come selegilina e 
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EVT302), sono stati utilizzati nella sperimentazione di disassuefazione 
tabagica. Il loro meccanismo d’azione consiste nell’impedire il 
catabolismo della dopamina, il quale dovrebbe diminuire lo stato 
ipodopaminergico causato dall’astinenza di nicotina. Tuttavia gli studi 
clinici in merito, non hanno dimostrato miglioramenti terapeutici 
rispetto al placebo.29        
 
4.4 Terapia non farmacologica 
Un’altra componente importante nei programmi di disassuefazione 
tabagica è la terapia non farmacologica, che consiste nel counselling. 
Questo è un termine inglese che corrisponde a “consultare, riflettere” e 
racchiude in sé un’ampia gamma di significati (può consistere infatti in 
un breve consiglio all’orientamento fino a una formale sessione di 
psicoterapia). Il counselling può essere sia individuale che di gruppo, 
telefonico, breve o intensivo. In ambito clinico è un importante 
strumento relazionale, cioè un processo di dialogo e reciprocità tra due 
persone mediante il quale un “consulente” aiuta chi lo consulta a 
prendere decisioni, ad agire in rapporto a queste e a fornire un’accurata 
ed attenta informazione, con adeguato sostegno, anche di tipo 
psicologico. Da vari studi si è notato che30: 
 maggiore è la durata del primo colloquio e maggiore sarà il 
numero di coloro che smetteranno di fumare; 
 l’efficacia aumenta anche quando il counselling è più intensivo e 
prolungato nel tempo. 
L’applicazione di questo approccio sistematico e semplice volto 
all’identificazione e al consiglio per tutti i pazienti che fumano, può 
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migliorare significativamente i tassi di abbandono del tabacco e 
ottimizzare l’efficacia di eventuali terapie farmacologiche concomitanti. 
Il processo di counselling può essere attuato da figure sanitarie quali il 
farmacista, il medico di base e i professionisti dei Centri Anti-fumo. 
L’approccio clinico di base, raccomandato da linee-guida prodotte da 
organismi nazionali di diversi paesi europei e extra-europei, è noto con 
la sigla delle “5 A”(Ask, Advise, Assess, Assist, Arrange)32: 
 Ask: chiedere al paziente se fuma o non fuma 
 Advise: fornire un aiuto con un minimo avviso a tutti i fumatori 
 Assess: valutare il grado di dipendenza del paziente 
 Assist: dare al fumatore un supporto per smettere di fumare 
 Arrange: organizzare e concordare un piano terapeutico. 
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CAPITOLO 5 
SCOPO DEL LAVORO 
5.1 Scopo del lavoro 
Diverse evidenze sperimentali hanno mostrato che la maggiore causa 
responsabile dell’elevata percentuale di fallimenti terapeutici nella 
terapia di disassuefazione tabagica risiede nella variabilità 
interindividuale del metabolismo nicotinico il quale, a sua volta, 
potrebbe causare un insufficiente apporto di nicotina attraverso terapia 
sostitutiva per via transdermica e una risposta variabile ai trattamenti 
terapeutici con bupropione e vareniclina1. L’identificazione di 
biomarcatori e la possibilità di personalizzare il dosaggio di nicotina nei 
singoli individui rappresenta, quindi, un elemento rilevante a livello 
sanitario che potrebbe aumentare il tasso di successo della terapia di 
disassuefazione tabagica. 
Oltre alla non completa compliance alle linee terapeutiche di 
trattamento impostate, fattori endogeni e esogeni possono contribuire 
alla variabilità nella risposta farmacologica. Tra le cause endogene, il 
genotipo rappresenta un elemento importante dato che il 50% della 
variabilità nel metabolismo della nicotina è ereditabile2. Sono state 
identificate mutazioni a carico di geni codificanti per proteine coinvolte 
nel metabolismo ossidativo (soprattutto l’isoforma CYP2A6) che 
inattivano l’enzima diminuendo la clearance della nicotina e 
aumentandone le concentrazioni plasmatiche1. Anche fattori esogeni 
possono dare luogo a interazioni farmacocinetiche. E’ stato dimostrato 
ad esempio che l’utilizzo di contraccettivi orali accelera il metabolismo 
della nicotina3 mentre l’uso di farmaci inibitori del CYP2A6 lo riduce4. La 
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quantificazione dei livelli plasmatici di nicotina e dei suoi principali 
metaboliti (cotinina e trans-3’-idrossicotinina) e la valutazione del loro 
rapporto (trans-3’-idrossicotinina/cotinina: nicotine metabolite ratio) 
sono parametri utili per la predittività della risposta al trattamento 
sostitutivo con nicotina nei programmi di disassuefazione tabagica; in 
particolare un rapporto 3’-idrossicotinina/cotinina (3HC/COT) < o = a 
0,26 indica un metabolizzatore lento (slow metabolizer) mentre se il 
rapporto 3HC/COT > 0,26 avremo un fenotipo metabolico 
normale/rapido (normal/fast metabolizer). L’importanza di questa 
strategia è dimostrata dal fatto che i benefici in relazione alla 
somministrazione prolungata di nicotina per via transdermica (6 mesi) 
sono migliori nei metabolizzatori lenti5. Per i metabolizzatori normali 
potrebbe essere indicato un aumento della dose di nicotina assunta 
mentre per quelli rapidi, l’utilizzo di farmaci differenti come, ad 
esempio, il bupropione. 
L’analisi dei livelli plasmatici di nicotina è importante anche perché a 
questo aspetto possono corrispondere differenti tipologie fenotipiche. È 
stato evidenziato che una diminuzione della clearance di nicotina e il 
conseguente aumento dei livelli plasmatici si traduce in una minore 
probabilità di ricadute e in un più basso rischio di sviluppare tumori 
polmonari o pancreatici. In maniera opposta, l’aumento 
dell’eliminazione nicotinica conduce ad un fenotipo caratterizzato da 
una maggiore difficoltà ad uscire dalla dipendenza e da un rischio più 
elevato di trasformazione neoplastica, correlato a un aumento del 
consumo giornaliero di sigarette e ad una maggiore bioattivazione dei 
procancerogeni contenuti nel fumo di tabacco in cancerogeni2.  
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Poter identificare metabolizzatori lenti, normali e rapidi nei confronti 
del metabolismo nicotinico potrebbe quindi rappresentare un elemento 
importante nella personalizzazione della terapia di disassuefazione 
tabagica e nei programmi di prevenzione secondaria dei danni prodotti 
dal tabagismo. 
Lo scopo di questo progetto (nato dalla collaborazione tra i Dipartimenti 
di: Farmacia; Patologia chirurgica, medica, molecolare e dell’Area 
Critica; Medicina clinica e sperimentale dell’ Università di Pisa e dei 
Centri Anti-fumo dell’A.O.U.P. e della A.S.L. 2 di Lucca) è quello dunque 
di creare i presupposti per il miglioramento della terapia farmacologica 
di disassuefazione tabagica. Ciò può essere realizzato in due modi: 
1. Sviluppo di un metodo analitico per la valutazione dei livelli 
plasmatici e/o salivari di nicotina, cotinina e 3-idrossicotinina nei 
fumatori. In questo modo sarà possibile: 
  Identificare metabolizzatori rapidi e lenti 
 Valutare interazioni con altri farmaci 
 Ottimizzare la dose di nicotina in base a livelli individuali di 
esposizione 
 Cambiare terapia sostitutiva nicotinica con altri farmaci più 
adatti 
 Valutare compliance al trattamento farmacologico 
Questo metodo consentirà di migliorare il livello di assistenza e 
l’outcome del trattamento farmacologico di disassuefazione 
tabagica. 
2. Sviluppo di un metodo di genotipizzazione per identificare 
marcatori genetici predittivi della risposta farmacologica. 
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Questa prospettiva molto innovativa permetterà di: 
 Evidenziare mutazioni nei geni coinvolti nel metabolismo 
(es: CYP2A6) e nel meccanismo d’azione (es: nAChR) della 
nicotina ed associare il dato genetico a un particolare 
fenotipo metabolico (es.: metabolizzatori rapidi) e clinico 
(es.: individui non responder agli NRT). 
 Identificare nuovi marcatori mediante studi di associazione 
genotipo-fenotipo. 
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Parte 2 
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INTRODUZIONE ALLA PARTE SPERIMENTALE 
Il progetto di ricerca di ottimizzazione e personalizzazione della terapia 
farmacologica nella disassuefazione tabagica si inserisce nell’ambito di 
una collaborazione già esistente tra l’U.O. di Farmacologia Clinica e 
l’U.O. di Pneumologia 1 che ha come finalità la misurazione dei livelli di 
nicotina e dei suoi metaboliti in campioni ematici e salivari di fumatori 
afferenti al Centro per lo Studio ed il Trattamento del Tabagismo 
dell’A.O.U.P. come indicatori oggettivi utili per indirizzare il trattamento 
farmacologico del tabagismo. Lo studio si propone come principali 
obiettivi: 
 Misurazione del rapporto metabolico 3HC/COT quale indicatore 
di risposta ai farmaci impiegati nella disassuefazione tabagica; 
 Studio dei fattori genetico-molecolari (polimorfismi nei geni che 
codificano per proteine coinvolte nel metabolismo e nel 
meccanismo d’azione della nicotina) quali possibili indicatori di 
risposta al trattamento farmacologico e del fenotipo metabolico. 
Un elemento fortemente rilevante di questo progetto di ricerca è dato 
dal fatto che i risultati ottenuti potranno essere tradotti velocemente in 
un algoritmo decisionale per incrementare l’efficacia della terapia 
farmacologica nei programmi di disassuefazione tabagica. Il progetto si 
basa su 2 aspetti fondamentali: l’analisi farmacocinetica (per reperire le 
informazioni relative alle concentrazioni plasmatiche della nicotina e i 
suoi metaboliti) e quella farmacogenetica (per l’individuazione di 
possibili polimorfismi a carico dei geni codificanti per enzimi coinvolti 
nel metabolismo nicotinico). La prima fase della ricerca si è concentrata 
su un sub-set di 45 campioni ematici su cui sono state fatte le analisi 
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farmacocinetiche e farmacogenetiche. Questo passaggio è risultato 
essere di fondamentale importanza per la messa a punto del metodo 
analitico di dosaggio della nicotina e dei suoi metaboliti e per 
dimostrarne l’attendibilità e il funzionamento; inoltre si è rivelato utile 
anche per l’aspetto farmacogenetico, permettendo un confronto tra i 
dati ottenuti sulla popolazione campionaria e quelli presenti in 
letteratura. 
Lo studio, attualmente in fase di approvazione presso il Comitato Etico 
dell’AOUP, proseguirà con il reclutamento di 234 fumatori con un 
numero medio giornaliero di sigarette fumate > = a 10, ai quali verranno 
prelevati circa 5 ml di sangue raccolti in contenitori VacuteinerR 
contenenti sodio-EDTA e mantenuti a 4 gradi. I campioni saranno poi 
spediti, entro 48 ore dal prelievo, al laboratorio di Farmacologia Clinica 
(Direttore: Prof. Romano Danesi) presso il Dipartimento di Medicina 
Clinica e Sperimentale dell’Università di Pisa, dove saranno divisi in due 
aliquote per l’analisi dei livelli di nicotina, cotina e 3-idrossicotinina e 
del DNA. Dal punto di vista clinico, saranno raccolti dati anamnestici 
medici e farmacologici e i soggetti saranno valutati per lo stato di 
salute, la funzionalità respiratoria (spirometria) e le abitudini al fumo 
(numero di sigarette fumate al giorno, punteggio del test di Fagerstrom, 
misurazione del monossido di carbonio nell’aria espirata (COexp.). Tutti i 
parametri clinici, biochimici e genetici relativi a ciascun paziente 
saranno inseriti in un database creato appositamente per lo studio. 
Questo database sarà di fondamentale importanza per la 
determinazione  delle possibili correlazioni esistenti tra il genotipo e i 
parametri metabolici e clinici (fenotipo). 
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CAPITOLO 1 
ANALISI FARMACOGENETICA 
L’analisi farmacogenetica è stata effettuata presso i laboratori di 
Medicina Clinica e Sperimentale dell’Università di Pisa (Direttore: Prof. 
Romano Danesi). 
 
1.1 Pazienti 
Il primo step della fase sperimentale ha previsto la raccolta di campioni 
ematici mediante prelievo da 45 individui sani. Dopodiché, i campioni 
ematici sono stati centrifugati a 1000 g per 10 minuti per separare la 
parte corpuscolare su cui verranno effettuate le analisi genetiche, dal 
plasma che invece verrà utilizzato per il dosaggio degli analiti di 
interesse, quali nicotina, cotinina, 3-idrossicotinina e anabasina. Il 
gruppo su cui si è scelto di fare l’analisi genotipica è eterogeneo: tra i 
soggetti reclutati vi sono sia fumatori abituali che occasionali, fumatori 
passivi e non fumatori. Dai campioni di sangue (parte corpuscolare) è 
stato estratto il DNA genomico per analizzare gli eventuali polimorfismi 
riguardanti un singolo nucleotide (SNPs) a carico del gene CYP2A6 
codificante per l’enzima epatico omonimo, principale responsabile del 
metabolismo nicotinico. In particolare sono stati analizzati 2 
polimorfismi:  
 - 48 T>G (CYP2A6*9) 
 479 T>A (CYP2A6*2) 
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La scelta di indagare sulla presenza di questi due polimorfismi è dovuta 
al fatto che (sulla base dei dati presenti in letteratura) sono i più 
rappresentativi delle popolazioni caucasiche; infatti il CYP2A6*9 ha una  
percentuale del 7,1%1 mentre il CYP2A6*2 si ritrova nel 2,2% dei 
Caucasici2. 
 
1.2 Materiali e metodi 
1.2.1 Estrazione del DNA genomico 
Il DNA di ciascun paziente è stato estratto da sangue impiegando il 
QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN). Il principio su cui si basa l’estrazione 
dipende dalla proprietà del DNA di legarsi a supporti inerti. Questi 
supporti o filtri sono contenuti in colonne e permettono il legame del 
DNA e l’eliminazione dell’RNA e delle proteine per mezzo di una serie di 
lavaggi con tamponi appropriati. Il DNA legato al filtro può 
successivamente essere eluito tramite acqua o con tampone AE (Tris 
acetato - EDTA) in volume variabile; 200 µl di campione sono stati 
trasferiti in una provetta da 1,5 ml contenente 20 µl di Proteasi  QIAGEN 
e 200 µl di buffer di lisi. I campioni sono stati agitati su vortex per 15 
secondi ed incubati per almeno 10 minuti a 56°C. Dopo raffreddamento 
a temperatura ambiente sono stati aggiunti 200 µl di etanolo assoluto 
(Sigma-Aldrich),  i campioni sono stati di nuovo agitati su vortex per 15 
secondi e il lisato è stato trasferito nella provetta contenente la colonna 
QIAmp. Dopo aver centrifugato per 1 minuto a 8000 rpm (6000 g), il 
filtrato è stato eliminato e il serbatoio (collection tube) sostituito. Poi 
sono stati aggiunti 500 µl del primo buffer di lavaggio AW1. I campioni 
sono stati nuovamente centrifugati a 8000 rpm per 1 minuto. Senza 
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eliminare il filtrato sono stati aggiunti 500 µl del secondo buffer di 
lavaggio AW2 e le colonne sono state centrifugate per 3 minuti a 14000 
rpm. Successivamente le colonne sono state trasferite su provette da 2 
ml e sono state centrifugate a 14000 rpm (20000 g) per 1 minuto. Infine 
le colonnine contenenti il DNA sono state trasferite in eppendorf 
(provette da 1,5 ml) e sono stati aggiunti 200 µl di buffer di eluizione 
AE. Le colonne/eppendorf sono state centrifugate a 8000 rpm per 1 
minuto e il DNA eluito è stato raccolto nelle eppendorf e le colonnine 
eliminate. Il DNA così ottenuto verrà quantificato allo spettrofotometro. 
La concentrazione del DNA nella soluzione ottenuta, espressa in ng/µl, è 
stata determinata attraverso la misurazione della densità ottica per 
mezzo di uno spettrofotometro Nanodrop 2000 alla lunghezza d’onda di 
260 nm. La concentrazione di DNA è stata calcolata per mezzo della 
seguente formula: Concentrazione = ( A260nm×50×500)/1000 dove A260nm 
rappresenta il valore dell’assorbanza misurata alla lunghezza d’onda di 
260 nm, 50 il coefficiente di assorbimento del DNA a doppio filamento a 
260 nm e 500 il fattore di diluizione della soluzione di DNA. È stata 
inoltre effettuata una stima di purezza del DNA estratto sulla base del 
rapporto tra l’assorbanza alla lunghezza d’onda di 260 nm (lunghezza 
d’onda di assorbimento degli acidi nucleici) e quella alla lunghezza 
d’onda di 280 nm (lunghezza d’onda di assorbimento delle proteine). Il 
DNA veniva considerato puro quando tale rapporto era compreso tra 
1,6 e 2,0. Il DNA è stato utilizzato per l’analisi dei polimorfismi del gene 
che codifica per IL CYP2A6. 
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1.2.3 Real Time PCR – SNP genotyping 
La valutazione dei polimorfismi dell’enzima CYP2A6 è stata effettuata 
mediante un’analisi di PCR quantitativa, detta Real Time PCR (Figura 
1.1), utilizzando lo strumento ABI PRISM 7900HT sequence detection 
system (Applied Biosystem). Questa tecnica è una recente variante della 
PCR che permette di quantificare il DNA dopo ogni ciclo di 
amplificazione. In questo modo la Real Time PCR rende possibile seguire 
l’evolversi della reazione in tempo reale a differenza della PCR classica 
con la quale il risultato dell’amplificazione può essere verificato solo alla 
fine dell’esperimento. La tecnica della Real Time PCR prevede l’utilizzo 
di una sonda complementare al DNA da amplificare, la quale è marcata 
ad una estremità con un fluoroforo e all’estremità opposta da un 
“quencher”, una molecola che quando è vicina al fluoroforo, è in grado 
di inibirne la fluorescenza. Il parametro misurato nella Real Time PCR è 
l’aumento di fluorescenza: all’inizio della reazione la sonda 
complementare è appaiata al DNA stampo e la fluorescenza rilevata è 
nulla in quanto il quencher assorbe l’emissione del fluoroforo. Col 
procedere della reazione di amplificazione della sequenza, la sonda 
viene gradualmente degradata nei suoi singoli nucleotidi ad opera dell’ 
enzima AmpliTaq GoldR DNA polimerasi, che possiede attività 
esonucleasica 5’-3’. Questo determina il progressivo allontanamento 
del quencher, il quale non si troverà più sufficientemente vicino al 
fluoroforo per assorbirne l’emissione. Si osserverà dunque un aumento 
della fluorescenza, che sarà proporzionale alla quantità di DNA stampo 
contenuto nel campione. In questo caso sono state usate 2 sonde 
marcate con 2 diversi fluorofori (VIC per l’allele wild type e FAM per 
l’allele mutato), ciascuna specifica per uno dei due alleli dello SNP da 
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analizzare. La reazione è stata eseguita su piastre da 96 pozzeti in un 
volume di 25 µl contenente: 
 
1) TaqMan Universal PCR Master Mix (contenente DNA polimerasi e 
Buffer salino necessario per garantirne il funzionamento) 12,75µl 
 
2) Assay (contenente le sonde marcate VIC e FAM rispettivamente per 
allele wild type e mutato) 1,25µl
  
3) DNA 1,00 µl 
 
4) H2O 10    µl   
Figura 1.1 PCR REAL TIME La figura mostra i passaggi che avvengono durante la 
reazione in Real Time nel caso di allele wild type. La sonda che si appaia in maniera 
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complementare ha come fluoroforo VIC, il quale durante il processo di 
amplificazione si allontana dal quencher e sarà in grado quindi di emettere la 
fluorescenza. 
 
La piastra è stata inserita nello strumento ABI PRISM 7900HT nel quale i 
campioni sono sottoposti a 50 cicli di PCR con il seguente profilo 
termico:  
1) fase  di denaturazione a 95°C per 15 secondi; 
2) annealing e sintesi a 60°C  per 1 minuto 
Al termine della PCR Real Time si possono osservare 3 diverse situazioni 
rappresentate nei seguenti grafici (A, B e C): 
 
 I grafici sono esempi di analisi effettuate per la ricerca del polimorfismo 
CYP2A6*9 e riportano in ordinata l’emissione del fluoroforo e in ascissa 
i cicli di amplificazione.  
TT 
GG 
TG 
GG 
TT 
A B 
C 
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 In A il campione è omozigote wild type in quanto viene 
amplificato solamente l’allele TT 
 In B entrambi gli alleli vengono amplificati quindi il campione è 
eterozigote 
 In C è amplificato l’allele GG in quanto il campione è omozigote 
mutato 
 
 
1.2.4 Sostanze utilizzate 
Tutti i Buffers utilizzati durante l’estrazione del DNA genomico 
(paragrafo 1.2) appartengono al QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN). 
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CAPITOLO 2 
ANALISI FARMACOCINETICA 
2.1 Prelievo dei campioni ematici 
I campioni ematici per l’analisi farmacocinetica sono gli stessi utilizzati 
per quella farmacogenetica e sono stati ottenuti da 45 soggetti (ex-
fumatori, fumatori passivi o attivi) afferenti al Centro per lo Studio e il 
Trattamento del Tabagismo, presso l’U.O. di Pneumologia 1 del 
Dipartimento Cardio-Toraco-Vascolare dell’AOUP. I campioni sono stati 
centrifugati a 1.000 g per 10 minuti, e la componente plasmatica, 
impiegata per l’analisi dei livelli di nicotina, cotinina, 3-idrossicotinina e 
anabasina, è stata trasferita in eppendorf poi conservate a 4°C (per 
analisi effettuate entro le 72 ore) oppure a -20°C. 
 
2.2 Estrazione 
Il processo di estrazione degli analiti dalla matrice biologica (plasma) è 
piuttosto rapido. La procedura consiste nel togliere i campioni dal 
congelatore per il loro scongelamento. Successivamente si preparano le 
eppendorf (provette da 1,5 ml) nelle quali inseriremo i campioni 
plasmatici (massimo 14 per volta, poiché è il numero limite che 
consente all’operatore di lavorare in maniera ottimale) e nelle quali 
viene aggiunto 1 µl della Working Solution (Tabella 2.1), una soluzione 
metanolica contenente gli standard interni (IS), cioè gli analiti deuterati. 
L’impiego degli IS all’inizio del trattamento del campione ha consentito 
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di tracciare gli analiti di interesse per l’intero processo di estrazione e di 
analisi (tecnica definita diluizione isotopica). A questo punto sono stati 
aggiunti 100 µl di plasma e i campioni sono stati posti su vortex per 2 
minuti, al fine di permettere agli standard deuterati di omogeneizzarsi 
con la matrice biologica del campione. Successivamente, è stata 
effettuata una separazione in fase solida con cartucce iPhree 
(Phenomenex). Queste cartucce sono dotate di un filtro bifasico la cui 
funzione è quella di trattenere proteine e fosfolipidi (elementi 
contaminanti che creano interferenze nella fase di lettura del segnale 
prodotto dagli analiti di interesse). Il contenuto delle eppendorf è stato 
trasferito nelle relative cartucce e sono stati aggiunti 300 µl (per ogni 
cartuccia) di una miscela contenente acetonitrile (CH3CN) e acido 
formico (FA 0,1 %). L’acido formico è stato usato per acidificare la 
soluzione e gli analiti e per contribuire, insieme al solvente organico 
acetonitrile, alla precipitazione delle proteine. Le cartucce sono state 
poi agitate mediante vortex a 500 g per 1-2 minuti. Le eppendorf di 
raccolta sono state poi collocate nel box collegato alla pompa a vuoto 
per effettuare l’eluizione dei campioni a -15 mmHg per 2-3 minuti. 
L’eluato così ottenuto è stato portato a secco ad una temperatura di 
30°C (circa un’ora) in corrente d’azoto ad una velocità di 10-15 CPM. I 
campioni a secco sono stati conservati a 4°C (se processati il giorno 
successivo) oppure a -20°C. Prima di essere analizzati, i campioni sono 
stati ricostituiti in 100 µl di una miscela contenente CH3OH:H2O in 
rapporto 2:3. Prima di essere iniettati in colonna per l’analisi 
cromatografica, i campioni sono stati diluiti 1:10, direttamente nelle 
vials, con la stessa miscela utilizzata per la loro ricostituzione. Questo 
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passaggio si è reso necessario per controbilanciare l’elevata sensibilità 
del rilevatore del segnale.  
 
 Tabella 2.1 Preparazione Working Solution di IS in 1 ml di CH3OH (conservare a 4°C) 
IS volumi di IS nella mix diluizione WorkingSolution 
(conc) 
NIC-d4 (100 
µg/ml)  
10 µl 1:100 1 µg/ml 
COT-d3 (100 
µg/ml) 
20 µl 1:50 2 µg/ml  
3HC-d3 (1000 
µg/ml) 
2 µl 1:500 2 µg/ml 
Concentrazioni di IS finale nel campione: NIC-d4 (10 ng/ml), COT-d3 (20 ng/ml), 3HC-d3 (20 
ng/ml) 
 
2.3 Metodo HPLC-MS-MS 
L’analisi farmacocinetica ha previsto la messa a punto di un metodo 
analitico per il dosaggio di nicotina, cotinina, 3’-idrossicotinina e 
anabasina nei campioni biologici, in collaborazione con il Centro di 
Spettrometria di Massa dell’ AOUP. La separazione cromatografica degli 
analiti è stata realizzata mediante una colonna Phenomenex Synergi 
Polar-RP (100 x 2.0 mm, 4 µm) con un sistema HPLC Perkin Elmer Serie 
200 accoppiato ad uno spettrometro di massa a triplo quadrupolo 
API4000 (AB/Sciex) equipaggiato con interfaccia ESI. Le transizioni usate 
per la quantificazione del segnale sono state: 163-132 (nicotina), 163-
118 (anabasina), 177-80 (cotinina), 193-80 (3-idrossicotinina). 
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Questa tecnica unisce l’efficienza di separazione propria della 
cromatografia ad alte prestazioni con la sensibilità e specificità date 
dalla spettrometria di massa. Con questa metodica è possibile misurare 
concentrazioni nell’ordine dei pg/ml in matrici biologiche. Mediante 
l’utilizzo dello spettrometro di massa è possibile misurare la massa delle 
molecole di interesse e quella dei frammenti da esse originati, purchè 
siano in forma ionica. Questa tecnica è molto accurata ed evita che altre 
specie presenti nella matrice interferiscano con il risultato finale 
dell’analisi3. Uno spettro di massa di un campione si ottiene quindi 
trasformando le molecole degli analiti in ioni gassosi di elevata mobilità, 
i quali poi verranno separati in base al loro rapporto massa/carica (m/z). 
L’accoppiamento tra HPLC e spettrometria di massa si è reso necessario 
per ovviare ai limiti della sola spettrometria nell’analisi di miscele di 
composti. In particolare, questa tecnica è stata resa possibile dallo 
sviluppo di opportune interfacce in grado di ionizzare molecole in fase 
acquosa, a pressione atmosferica, e di trasmettere così gli ioni generati 
in zone di alto vuoto dello spettrometro di massa dove vengono 
analizzati. La tecnica di ionizzazione più idonea per i nostri analiti  è 
risultata l’ESI (Electro Spray Ionization). Questa si basa sull’emissione di 
ioni in fase gassosa a partire da goccioline cariche prodotte per 
nebulizzazione di una soluzione dell’analita in solvente polare. Il 
solvente dell’HPLC che contiene l’analita viene fatto passare attraverso 
un capillare d’acciaio sottoposto a elevata differenza di potenziale (5 kV 
circa) con l’obiettivo di ottenere nebulizzazione elettrostatica. Vi è poi 
un flusso d’aria, coassiale a quello dell’eluato in uscita dal capillare, che 
ha il compito di assistere la nebulizzazione elettrostatica e 
incrementarla. 
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Figura 2.1 Evaporazione ionica 
Le goccioline cariche formate hanno una netta prevalenza di un tipo di 
carica che dipende dal potenziale applicato (positivo o negativo). Gli 
ioni all’interno delle goccioline sono trattenuti dalla tensione 
superficiale del solvente. Con l’evaporazione di quest’ultimo e il 
conseguente aumento del campo elettrico dovuto a una diminuzione 
del volume delle goccioline, si arriva alla situazione in cui gli ioni 
vincono la tensione superficiale e vengono espulsi nella fase gassosa. 
Questo fenomeno è definito “Evaporazione Ionica”3. Il processo di 
ionizzazione avviene secondo meccanismi acido-base. Con un voltaggio 
positivo si ha la protonazione dell’analita con formazione di uno ione 
quasi-molecolare protonato M+H+. La ionizzazione negativa avviene 
invece per perdita di un protone dall’analita, con formazione di uno 
ione quasi-molecolare deprotonato, M-H-. 
Il rivelatore del segnale nel nostro metodo è stato uno spettrometro di 
massa a triplo quadrupolo (o spettrometro di massa tandem). Questo è 
costituito da tre selettori quadrupolari nella zona di alto vuoto (Q1, Q2, 
Q3) preceduti dalla zona di focalizzazione (Q0), presente nella regione di 
vuoto intermedio. Il Q0 ha la funzione di imprimere un moto armonico 
agli ioni entranti. Il primo quadrupolo è impostato in modo da filtrare 
tutti gli ioni eccetto il precursore (analita), questo cioè si comporta da 
“filtro di massa”, facendo passare solo gli ioni con rapporto m/z 
selezionato. Nel Q2 (cella di collisione), lo ione precursore viene 
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frammentato per generare ioni-frammento caratteristici della molecola-
genitore. Il terzo quadrupolo (Q3) seleziona gli ioni-frammento di 
interesse (derivanti dall’analita precursore) e filtra tutto il resto. In 
questo modo il segnale viene rilevato solo quando il precursore 
selezionato genera il frammento specifico (SRM, selected reaction 
monitoring)4. Quest’ultimo aspetto è importante perché è possibile che 
specie di differente natura producano ioni indistinguibili durante il 
meccanismo di ionizzazione (ioni isobari, aventi lo stesso rapporto m/z). 
Per differenziarli quindi si induce una successiva frammentazione dello 
ione ottenuto e si monitorano i frammenti. I segnali che si ottengono 
dall’analisi si basano sulle transizioni tra ioni precursori e ioni 
frammento3. La rivelazione del segnale costituisce l’ultima fase del 
processo. Gli ioni che escono dal Q3 sono convogliati in un 
elettromoltiplicatore, il quale ha la funzione di trasdurre il segnale 
ionico in uno elettrico che può essere così registrato ed elaborato3. 
La messa a punto del metodo analitico per il dosaggio di nicotina, 
cotinina, 3’-idrossicotinina e anabasina nei campioni ematici, è stata 
realizzata presso il Centro di Spettrometria di Massa dell’ AOUP 
(responsabile: Dr. Alessandro Saba). Alcuni punti critici riscontrati 
durante la messa a punto del metodo sono stati: 
1. Elevate concentrazioni plasmatiche dei metaboliti cotinina e 3’-
idrossicotinina (centinaia di ng/ml) e basse concentrazioni di 
nicotina e anabasina (decine di ng/ml).  
2. Presenza nell’ambiente di nicotina (è una sostanza ubiquitaria) e 
difficoltà ad ottenere plasma bianco (cioè totalmente privo di 
nicotina). 
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3. La nicotina è una sostanza molto polare e di conseguenza 
difficilmente trattenibile dalla colonna cromatografica. Si è 
ovviato a ciò usando una colonna in grado di trattenere sostanze 
più polari. L’analisi cromatografica è stato effettuata in gradiente 
di concentrazione. Nello specifico, la fase mobile era costituita da 
una soluzione acquosa di acetato d’ammonio 8 mM (fase polare) 
e da un solvente organico (apolare), acetonitrile, in presenza di 
acido formico. La scelta del gradiente ha permesso di ottimizzare 
la separazione e l’uscita degli analiti. Inizialmente usciranno i 
composti più polari seguiti poi da quelli apolari. 
 
2.4 Sostanze utilizzate 
Tutti gli altri reattivi impiegati nella metodica sono stati acquistati da 
“Fluka Analytical” ad eccezione delle cartucce iPhree, fornite da 
Phenomenex. 
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CAPITOLO 3 
Risultati e discussione 
I dati contenuti nella Tabella 1 riportano i risultati dell’analisi 
farmacogenetica e dell’analisi farmacocinetica condotte su campioni 
ematici ottenuti da soggetti afferenti al Centro per lo Studio e il 
Trattamento del Tabagismo (presso l’U.O. di Pneumologia 1 del 
Dipartimento Cardio-Toraco-Vascolare dell’AOUP). 
 
Tabella 1. Livelli di cotinina e trans-3-idrossicotinina, rapporto metabolico, 
fenotipo e genotipo dei soggetti coinvolti nello studio 
 
ID COT (ng/ml) 3HC (ng/ml) Ratio (3HC/COT) Phenotype Genotype (Cyp2A6 *9) Genotype (Cyp2A6*2) Drugs
1 1,77 ND ND wt wt
2 741 130 0,18 SM wt wt
3 182 70,8 0,39 FM wt wt
4 340 320 0,94 FM wt wt
5 128 51,2 0,40 FM wt wt
6 206 45,4 0,22 SM wt wt
7 441 130 0,29 N-F/M wt wt
8 2,5 1,8 0,72 FM wt wt
9 349 220 0,63 FM wt wt
10 234 206 0,88 FM wt wt
11 446 228 0,51 FM wt wt
12 188 30,6 0,16 SM wt wt
13 334 139 0,42 FM wt wt
14 112,7 26,6 0,24 SM wt wt
15 29,3 9,3 0,32 FM wt wt
16 534 198 0,37 FM wt wt
17 19,9 13,6 0,68 FM wt/m wt Palexia 250 mg x2
18 221 79,4 0,36 FM wt wt
19 78,8 19,3 0,24 SM wt wt
20 348 104 0,30 FM wt wt
21 286 54,6 0,19 SM wt/m wt No
22 24,4 4,86 0,20 SM wt wt/m
Bronchomunal                     
(Lisato batterico)
23 2,06 ND ND wt/m wt
24 322 157 0,49 FM wt wt
25 192 91 0,47 FM wt wt
26 486 111 0,23 SM wt wt
27 311 74,9 0,24 SM wt/m wt
28 298 118 0,40 FM wt wt
29 299 54,5 0,18 SM wt wt
30 94,6 35,1 0,37 FM wt wt
31 270 47 0,17 SM wt wt
32 254 101 0,40 FM wt wt
33 2,85 ND ND wt wt
34 2,25 ND ND wt wt
35 2 1,4 0,70 FM wt wt
36 227 50,3 0,22 SM wt wt
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Per quanto riguarda l’analisi del genotipo, abbiamo verificato la 
presenza dei due polimorfismi più rappresentativi nelle popolazioni 
Caucasiche (CYP2A6*9 e CYP2A6*2) riscontrando nel nostro campione, 
percentuali analoghe rispeto a quelle riportate in letteratura5. In 
particolare, per il polimorfismo CYP2A6*9 è stata rilevata nella nostra 
casistica una percentuale di mutati (tutti eterozigoti) dell’8,9 %, a fronte 
di un dato della letteratura del 7,1 %5. Per il polimorfismo CYP2A6*2 
abbiamo ottenuto una percentuale del 2,2 %, in linea con quella 
riportata in letteratura5. 
I risultati dell’analisi delle concentrazioni di cotinina e 3-idrossicotinina 
nei campioni plasmatici dei fumatori attivi esaminati (Tabella 1), hanno 
evidenziato livelli paragonabili a quelli riportati in letteratura5. Gli ex-
fumatori mostravano invece concentrazioni plasmatiche dei metaboliti 
circa un ordine di grandezza inferiore a quelle dei fumatori attivi 
(Tabella 1).  
Il nicotine metabolite ratio è il rapporto tra il prodotto (3-
idrossicotinina, 3HC) e il substrato (cotinina, COT) della reazione 
biochimica catalizzata dall’enzima CYP2A6, ed esprime la capacità che 
ha un individuo di metabolizzare la nicotina. Anche la reazione di 
biotrasformazione della nicotina in cotinina è catalizzata dalla stessa 
isoforma enzimatica, ma il rapporto cotinina/nicotina è meno affidabile 
poiché, a differenza di cotinina e 3-idrossicotinina che hanno un tempo 
di emivita plasmatica di circa 20 ore, la nicotina ha un’emivita 
plasmatica breve (circa 20 minuti). La concentrazione plasmatica di 
nicotina risente quindi dell’intervallo di tempo che intercorre tra 
l’ultima sigaretta fumata e il prelievo ematico. Si definiscono 
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metabolizzatori normali-rapidi, se il rapporto 3HC/COT è > 0,26 e 
metabolizzatori lenti se il rapporto 3HC/COT è < o = 0,26. Nella 
popolazione esaminata abbiamo ottenuto circa il 30% di slow 
metabolizers.  
In generale possiamo dire che se è presente una correlazione tra un 
particolare fenotipo metabolico e un’anomalia genetica, allora è 
probabile che la causa dell’alterazione metabolica sia dovuta a quel 
particolare polimorfismo genetico. Nella nostra casistica, un aspetto 
importante da notare è che solo 1/3 circa degli slow metabolizers è 
portatore di almeno uno dei due polimorfismi esaminati nel gene che 
codifica per l’enzima CYP2A6, i quali causano deficit enzimatico. Questa 
apparente discrepanza esistente tra il dato metabolico e genetico si 
spiega considerando che vi possono essere altri fattori in grado di 
alterare il metabolismo nicotinico, sia di natura genetica che 
epigenetica. Tra i fattori genetici vi sono sicuramente altri polimorfismi 
a carico del CYP2A6 che non sono stati indagati nell’analisi 
farmacogenetica e che potrebbero essere associati al fenotipo slow 
metabolizer. Tra i fattori epigenetici ricordiamo possibili interazioni con 
farmaci o condizioni fisiopatologiche capaci di alterare l’attività del 
CYP2A6. 
All’interno della popolazione analizzata, sono risultati eterozigoti per il 
polimorfismo CYP2A6*9 quattro individui, uno dei quali (23) è un ex-
fumatore (tempo intercorso dall’ultima sigaretta fumata: circa un 
mese). La concentrazione plasmatica di cotinina era molto bassa (2,06 
ng/ml) e quella di 3-idrossicotinina, non determinabile (non è stato 
possibile calcolare il nicotine metabolite ratio). Per quanto riguarda i 
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soggetti 21 e 27, entrambi sono fumatori attivi e per questi vi è 
concordanza tra deficit enzimatico su base genetica e fenotipo slow 
metabolizer. In particolare il 21 presenta un rapporto 3HC/COT di 0,19 
mentre il 27 ha un valore di 0,24. Il quarto soggetto portatore del 
polimorfismo CYP2A6*9 (17) riferisce di fumare 6 sigarette/die. Sulla 
base di queste informazioni dovremmo aspettarci che il dato 
metabolico sia in linea con quello genetico (cioè dovrebbe essere uno 
slow metabolizer) mentre invece il rapporto 3HC/COT é pari a 0,68 
(normal-fast metabolizer). Le concentrazioni plasmatiche di cotinina e 
3-idrossicotinina erano circa dieci volte inferiori rispetto a quelle 
misurate negli altri fumatori, a parità di numero di sigarette giornaliere 
fumate. Anche il valore di monossido di carbonio nell’aria espirata 
(COexp. = 2 ppm) risulta molto più basso rispetto a quello rilevato di 
norma nei tabagisti (COexp = 8-10 ppm). Il fumatore esaminato utilizzava 
un farmaco contenente il principio attivo tapentadolo, alla dose 
massima consentita di 250 mg per 2 volte al giorno. Il tapentadolo è un 
derivato oppiaceo utilizzato come analgesico nei dolori osteo-articolari 
e neuropatici. Il suo meccanismo di azione è duplice essendo sia un 
agonista del recettore µ che un inibitore del reuptake della 
noradrenalina. Per quanto riguarda il metabolismo il tapentadolo viene 
metabolizzato per il 97% e la principale via metabolica è la coniugazione 
con acido glucuronico con produzione di glucuronidi. L’enzima 
principale implicato nella glucuronidazione è l’uridina difosfato 
glucuroniltrasferasi (in prevalenza le isoforme UGT1A9 e UGT2B7)6. 
Dalla letteratura risulta che anche il metabolismo della nicotina e dei 
suoi metaboliti prevede l’intervento delle isoforme enzimatiche 
UGT1A9 e UGT2B7 per la formazione di glucuronidi. Di particolare 
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interesse è uno studio che evidenzia come la 3-idrossicotinina sia il 
substrato delle reazioni di glucuronidazione catalizzate proprio da 
queste due isoforme7. Sulla base di queste evidenze è ragionevole 
pensare ad una competizione tra substrati (il tapentadolo e/o i suoi 
metaboliti e la 3-idrossicotinina) per le stesse isoforme enzimatiche. È 
probabile che il tapentadolo trovandosi in concentrazioni plasmatiche 
più elevate della 3-idrossicotinina (è somministrato alla dose massima), 
abbia impedito il metabolismo di quest’ultima la quale, accumulandosi 
nel plasma, ha portato ad un’alterazione del rapporto metabolico 
(facendo apparire uno slow metabolizer, fast metabolizer). Il caso 
appena esaminato evidenzia l’importanza della valutazione clinica alla 
quale i pazienti devono essere sottoposti poiché, tramite questa, è 
possibile identificare le eventuali interazioni farmacologiche che 
possono interferire nel metabolismo della nicotina.  
Per il secondo polimorfismo analizzato, è stato trovato un solo individuo 
mutato in condizioni di eterozigosi. In particolare l’individuo è un ex-
fumatore con livelli plasmatici molto bassi di cotinina (24,4 ng/ml) e 3-
idrossicotinina (4,86 ng/ml) e con un rapporto metabolico di 0,20. 
Questo dato è in linea con il genotipo che indica un deficit enzimatico su 
base genetica e quindi un rallentamento metabolico. In questo caso, 
nonostante i livelli plasmatici bassi dei metaboliti, in assenza di 
interazioni farmacologiche significative c’è concordanza tra genotipo e 
fenotipo. 
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CAPITOLO 4 
Conclusioni  
La messa a punto di un metodo analitico specifico e sensibile per la 
misurazione dei livelli plasmatici della nicotina e dei suoi principali 
metaboliti permette di  valutare, oltre al livello di esposizione al fumo di 
tabacco nei fumatori e negli ex-fumatori, il fenotipo slow o fast 
metabolizer, mediante il calcolo del rapporto metabolico. Inoltre, 
l’analisi farmacogenetica consente di identificare la causa del deficit 
enzimatico nei fumatori portatori delle mutazioni nel gene che codifica 
per l’enzima CYP2A6.  
Il set-up dei metodi per l’analisi del fenotipo e del genotipo metabolico 
è funzionale alla realizzazione di un protocollo di studio finalizzato 
all’ottimizzazione del trattamento farmacologico nella dipendenza da 
fumo di tabacco. L’obiettivo sarà quello di apportare un aumento 
significativo della percentuale di successo terapeutico che, dal punto di 
vista socio-sanitario ed economico, significherebbe una maggiore 
efficacia nella prevenzione dello sviluppo di malattie respiratorie e 
cardiovascolari gravi nei fumatori cronici, con un risparmio enorme sui 
costi diretti e indiretti.  
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